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RESUME 
Les anticorps monoclonaux représentent aujourd’hui un outil de choix en thérapeutique et en 
diagnostic. Les anticorps thérapeutiques sont des biomédicaments en plein essor depuis les 
années 1970 et représentent 10% du marché des produits pharmaceutiques. Les anticorps 
monoclonaux sont utilisés dans divers domaines : en cancérologie, pour lutter contre les 
maladies auto-immunes ou en infectiologie. Le nombre des anticorps monoclonaux en 
développement ne cesse d’augmenter. Les premiers anticorps monoclonaux utilisés en 
thérapie étaient d’origine murine et leur administration à l’Homme est susceptible de 
déclencher des effets secondaires. De nouveaux anticorps visant à limiter voir faire disparaitre 
ces effets indésirables tels que d’abord les anticorps chimériques, puis les anticorps 
humanisés et enfin les anticorps totalement humains ont été développés. Parmi ces anticorps, 
les anticorps totalement humains sont théoriquement « transparents » pour le système 
immunitaire. 9 anticorps totalement humains sont actuellement sur le marché et d’autres sont 
en cours de développement. Le phage display, les souris transgéniques et l’utilisation de 
lymphocytes B humains sont les trois stratégies mises en œuvre pour produire des anticorps 
totalement humains. La majorité des anticorps humains existant sur le marché sont issus du 
phage display et des souris transgéniques. L’utilisation des lymphocytes B humains, peu 
étudiée à cause d’un faible rendement et de problèmes de stabilité, a connu ces dernières 
années un regain d’intérêt grâce à l’immortalisation virale par le virus Epstein-Barr et à la 
découverte de myélomes humains. Dans ce contexte, l’objectif de mon projet de thèse a été la 
production d’anticorps monoclonaux humains à partir de lymphocytes B humains. Pour ce 
faire, deux approches basées sur l’immortalisation virale par le virus Epstein-Barr couplée ou 
non à une immortalisation cellulaire par des myélomes ont été mises en œuvre. La première 
approche utilise des lymphocytes B mémoires isolés de sang périphérique de donneurs 
infectés ou vaccinés. L’entérotoxine B de Staphylococcus aureus (SEB) a été utilisée comme 
modèle. La transformation des lymphocytes B mémoires par le virus Epstein-Barr a permis la 
génération de 6 lignées de lymphocytes B immortalisés produisant des IgGs anti-SEB. Après 
différentes tentatives d’immortalisation cellulaire avec des myélomes murins, 
l’immortalisation avec un hétéromyélome humain-murin HM a permis d’obtenir un 
hybridome, qui malheureusement perdu sa capacité de production d’IgGs anti-SEB. La 
deuxième approche implique une immunisation in vitro de lymphocytes B naïfs extraits de 
sang périphérique. Cette stratégie pourrait permettre la production d’anticorps humains contre 
  
des antigènes pour lesquels il n’existe pas de donneurs infectés ou vaccinés. Deux modèles, le 
peptide N-terminal de la neurotoxine A de Clostridium Botulinium A (BoNT/A) et la protéine 
de fusion ZZTat101, comportant le domaine ZZ de Staphylococcus aureus lié covalemment à 
la protéine transactivatrice Tat du virus de l’immunodéficience humaine VIH-1, ont été 
employés. Les monocytes, les lymphocytes B et lymphocytes T CD4 ont été isolés après 
déplétion des Natural Killer NK et utilisés pour mettre en place deux systèmes 
d’immunisation in vitro efficaces. Nous avons réussi à obtenir des IgMs dirigés contre la 
neurotoxine Clostridium Botulinium A, ainsi que des IgMs (et peut-être des IgGs) dirigés 
contre la protéine Tat. L’immortalisation par Epstein-Barr, nous a permis d’isoler 7 lignées de 
lymphocytes immortalisés sécrétant des anticorps IgMs anti-TBA-Nter humains. 
Malheureusement après l’immortalisation avec l’hétéromyélome humain-murin HM, aucun 
hybridome sécréteur d’anticorps dirigés contre Clostridium Botulinium A ou Tat n’a pu être 
obtenu.Ces résultats confirment les problèmes de rendement faible et de perte de capacité de 
sécrétion en anticorps rapportés par la littérature. L’immunisation in vitro produisant 
essentiellement des IgMs, la possible production d’IgGs après stimulation par la protéine 
ZZTat101 se révèle un résultat très intéressant. Nous avons montré que la production 
d’anticorps par ZZTat101 impliquait les 7 cystéines, la région 22-57 et la liaison aux 
héparanes sulfates de Tat. Les résultats obtenus avec ZZTat101 nécessitent d’être confirmés et 
approfondis. Il faudra évaluer la capacité de transfert de la production en anticorps de 
ZZTat101 à d’autres antigènes. L’ensemble de ces résultats fera de ZZTat101 un outil très 
intéressant pour l’immunisation in vitro et pour la vaccinologie. 
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LISTE DES ABREVIATIONS 
 
Ac = Anticorps  
ADCC = Anticorps dependant cell 
cytotoxicity 
AMM = Autorisation de mise sur le 
marché 
BCR = B Cell receptor  
BSA = albumine de sérum bovin 
CDC = Complement-dependent 
cytotoxicity 
CDC = Center for disease control  
CDR= Complementary determining region 
CMH = Complexe Majeur 
d’histocompatibilité 
CPA = Cellule présentatrice d’antigène  
Da = Dalton 
EBV = Epstein-Barr virus 
EIA = Tampon de dilution des échantillons 
ELISA = Enzyme-linked immunosorbent 
assay 
Fab = Fragment antigen binding  
Fc = Fragment cristallisable  
FcRn = Neonatal Fc Receptor 
FDA = Food and Drug Administration 
FITC = Fluoresceine Isothiocyanate 
GM-CSF = Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor 
HACA = Human antichimeric antibody 
HAHA = Human Anti-Human Antibodies 
HAMA= Human Anti-Mouse Antibodies 
HAT = Hypoxanthine Aminopterine 
Thymidine 
HM = Hétéromyélome humain-murin 
Ig = Immunoglobuline 
IL-2 = Interleukine 2 
IL-4 = Interleukine 4 
kDa = kiloDalton 
LB = Lymphocytes B  
Leu-OMe = Méthyl ester de L-Leucine  
NK = Natural killer  
PBMC = Peripheral Blood Mononuclear 
Cell, cellules mononucléaires circulant 
dans le sang 
PBMC NK- = Peripheral Blood 
Mononuclear Cell, cellules mononucléaires 
circulant dans le sang sans NK (Natural 
Killer) 
PBS = Phosphate buffer Saline  
PE = Phycoerythrine 
PEG = Polyéthylène glycol  
RPMI = Roswell Park Memorial Institute 
medium 
SCT = syndrome de choc toxique  
SE = Entérotoxines staphylococciques 
SEB = Entérotoxine B de Staphylococcus 
aureus 
SRAS = Syndrome respiratoire aigu sévère 
 SVF = Sérum de veau fœtal 
TBA-Nter = Peptide N-terminal de 
Clostridium Botulinium A  
TCR =  T Cell receptor (récepteur des 
cellules T) 
TLR = Toll like receptor  
TT = Toxine tétanique  
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1 Définition, structure et synthèse des anticorps  
1.1 Définition d’un anticorps 
 Les anticorps ou immunoglobulines, sont des glycoprotéines membranaires ou 
solubles, produites par des cellules spécifiques, les plasmocytes. Les plasmocytes dérivent des 
lymphocytes B. Les anticorps sont présents en permanence dans le corps et circulent dans les 
principaux liquides de l’organisme : le sang et la lymphe. Ils sont l’un des premiers acteurs de 
la réponse immunitaire de type humorale. Leur production est induite par la présence de 
molécules ou micro-organismes reconnus comme du non-soi par l’organisme. Ces molécules 
ou micro-organismes peuvent être de nature diverse : bactéries, virus ou parasite, sucres, 
lipides, peptides, composés chimiques. Les anticorps en se fixant sur ces structures permettent 
leur prise en charge par le système immunitaire afin de les neutraliser et/ou de les éliminer.  
 
1.2 Structure d’un anticorps 
1.2.1 Structure générale  
 La structure des anticorps est dite en forme de « Y » (Schroeder and Cavacini, 2010) 
(Figure 1). Cette structure de base est constituée de quatre chaînes d’acides aminés : deux 
chaînes lourdes (H pour Heavy) et deux chaînes légères (L pour Light) reliées entre elles par 
des ponts disulfures. La masse moléculaire de la chaîne lourde étant d’environ 55 kDa et  
celle de la chaîne légère d’environ 25 kDa, la masse moléculaire de cette structure 





Figure 1. Structure schématique d’une immunoglobuline. 
(http://xray.bmc.uu.se/lars/Practicals/Immun/antibody.html ); les six CDRs représentés en vert sont localisés par 
des flèche jaunes ; rouge = VL ; Bleu = VH. La partie inférieure du schéma présente les fragments obtenus à la 
suite de digestions enzymatiques à la pepsine ou à la papaïne. 

1.2.2 Structure détaillée 
 Les chaînes constituant l’anticorps sont divisées en deux régions : une région variable 
et une région constante. Chaque région est subdivisée en domaines de 110 à 130 acides 
aminés. La région variable V est constituée de deux domaines : un domaine VL et un domaine 
VH et est située dans la partie N-terminale de l’anticorps. Elle est impliquée dans la 
reconnaissance de l’antigène. La région constante C est constituée de quatre domaines CL, 
CH1, CH2, CH3 et est localisée dans la partie C-terminale de l’anticorps (Figure 1).
 La partie variable comporte six régions hypervariables également appelées CDR 
(Complementarity Determining Region), constituée chacune de 5 à 15 acides aminés et 
formant des boucles dans la région variable (Figure 1).Des liaisons non covalentes ou faibles 
entre les domaines VL et VH permettent de rapprocher les six boucles pour former un motif 
constituant le paratope. Le paratope est la région de l’anticorps qui permet de lier 
spécifiquement une région d’un antigène donné, l’épitope. Les différents CDR pouvant être 
plus ou moins impliqués dans la reconnaissance de l’antigène. Chaque anticorps possède donc 
une région variable qui lui est propre et qui lie un épitope donné d’un antigène. En fonction de 
cette spécificité de liaison, un anticorps peut se lier à un seul antigène ou à plusieurs antigènes 
possédant un épitope de structure proche.  
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 Les régions N-terminales VH-CH1 et VL-CL peuvent être séparées du reste de 
l’anticorps par digestion enzymatique à la papaïne, les fragments obtenus portent alors le nom 
de fragments Fab (Fragment antigen binding). Le fragment Fc (Fragment cristallisable) 
résiduel est responsable des fonctions effectrices de l’anticorps (activation réponse 
immunitaire, complexe immun, cytotoxicité, …) (Rousseaux et al., 1986). La pepsine est 
également capable de digérer l’anticorps entre les ponts disulfures et le fragment Fc. Cette 
digestion enzymatique permet de libérer le fragment F(ab’)2 (Fab plus la région charnière) 
(Lachmann, 1971) (Figure 1). La région charnière, composée de nombreux résidus proline, 
thréonine et sérine, est la région située entre les fragments Fab et Fc et permet des 
mouvements latéraux et rotationnels allant jusqu'à 180°. Cette flexibilité de la région 
charnière apporte à l’anticorps la capacité d’interagir avec l’antigène au niveau de son épitope 
dans différents plans de l’espace (Yguerabide et al., 1970). 
 
1.3 Classes d’anticorps 
1.3.1 Classes et sous classes d’immunoglobulines 
 Les anticorps humains sont répartis en cinq classes ou encore en cinq isotypes : IgG, 
IgM, IgA, IgD et IgE. Chaque catégorie d’anticorps est caractérisée par sa chaîne lourde. 
IgG : gamma, IgM : mu, IgA : alpha, IgD : delta et IgE : epsilon (van Loghem and Litwin, 
1972). Chaque chaîne lourde est associée à une chaîne légère de sous classe kappa ou lambda 
(Bengtén et al., 2000). Pour les IgG et les IgA, il existe respectivement 4 (IgG1 à 4) et 2 
(IgA1, IgA2) sous-classes dues à un polymorphisme dans les régions conservées de la chaîne 
lourde. La classe et la sous-classe conditionnent la structure et la fonction de l’anticorps dans 
la réponse immunitaire. Les anticorps peuvent être membranaires ou circulants. 
 
1.3.2 Répartition et fonction des immunoglobulines 
- Les IgMs se retrouvent en faible quantité dans le sang. Ce sont les premières Igs 
produites suite à l’entrée d’un « non-soi » dans l’organisme. Elles sont responsables de la 
réponse immunitaire primaire. Elles sont exprimées à la surface des lymphocytes B, sous 
forme de BCR (B Cell Receptor) ou peuvent être circulantes. Elles sont pentamériques, cinq 
structures en « Y » reliées par une région J. 
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- Les IgGs de forme monomérique (une structure en « Y ») interviennent principalement 
dans les réponses immunitaires secondaires succédant à la réponse anticorps primaire (Figure 
2). Elles induisent la neutralisation et la destruction des « non-soi » pénétrant l’organisme par 
activation du complément, des phagocytes ou des cellules cytotoxiques. A cause de leur 
affinité, de leur spécificité et surtout de leur durée de vie, ce sont les Igs les plus utilisés en 
tant qu’anticorps à visée thérapeutique (paragraphe 6 Les anticorps thérapeutiques sur le 
marché, Introduction).  
 
Figure 2. Réponses anticorps primaire et secondaire (Wikipédia). 
 
- Les IgA sont présents dans le sang, mais se retrouvent majoritairement dans les fluides 
corporels (salive, lait, larmes, sécrétions nasales, génitales, mucus bronchique, digestif). Les 
IgA sont multimériques et assurent la protection au niveau des points d’entrée de l’organisme.  
- Les IgD sont essentiellement exprimées à la membrane des lymphocytes B matures, 
mais peuvent être également circulantes mais en faible quantité. Les IgD ont la fonction de 
récepteur à l’antigène (BCR) (Chen and Cerutti, 2011), mais leur rôle n’est pas très bien 
connu.  
- Les IgE sont impliquées dans les phénomènes allergiques et dans l’immunité anti-
parasitaire (Stone et al., 2010). Elles se retrouvent sous forme monomérique et sont peu 




1.4 Organisation et réarrangements des gènes codant les 
immunoglobulines 
1.4.1 Les gènes codant pour les Igs 
 Les Igs sont formées de chaînes lourdes (H) et de chaînes légères (L). Chaque chaîne 
comporte une région variable et une région constante (Figure 1, paragraphe 1.1. Structure 
générale). Les gènes codants pour les chaînes lourdes et les gènes codants pour les chaînes 
légères des Igs sont indépendants et localisés sur des chromosomes différents. En effet, chez 
l’Homme les gènes codant pour les chaînes lourdes sont localisés sur le chromosome 14 et les 
gènes codant pour les chaînes légères sur les chromosomes 2 pour les chaînes légères  et sur 
le chromosome 22 pour les chaînes légères .  
 
 
Figure 3. Organisation des gènes des immunoglobulines chez l’Homme. 
H : heavy ; L légère, k kappa,  lambda. Les chiffres indiqués entre parenthèses correspondent au nombre de 
gènes fonctionnels. D’après (Schroeder and Cavacini, 2010). 
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Les régions variable et constante des Igs sont également codées par des gènes indépendants : 
le gène C pour les parties constantes, et différents fragments de gènes pour la partie variable. 
Deux types de fragments V et J pour les gènes codant pour la partie variable des chaînes 
légères et trois types de fragments V, D et J pour les gènes codant pour la partie variable des 
chaînes lourdes. Les immunoglobulines sont le produit de la combinaison de l’ensemble de 
ces gènes. Cette combinaison se fait au hasard et explique la diversité du répertoire des Igs. 
(Figure 3 et Figure 4). En effet, les chaînes légères sont issues de l’association V-J-C tandis 
que les chaînes lourdes associent les gènes V-D-J-C (Dudley et al., 2005). 
 
1.4.2 Réarrangements des gènes 
 Le système immunitaire est capable de produire un nombre important 
d’immunoglobulines différentes permettant ainsi la protection contre des antigènes variés, 
jamais rencontré par l’hôte. La diversité des anticorps produits s’explique d’une part par le 
grand nombre de gènes codant pour les Igs et d’autre part par le nombre important de 
combinaisons possible, entre les différents gènes et les différents fragments de gènes 
variables. De plus, lors des associations des différents gènes des réappariements ou mutations 
peuvent survenir. Ce phénomène explique à nouveau la grande diversité des anticorps 
pouvant exister dans l’organisme. Ces mutations interviennent essentiellement au niveau des 
fragments des gènes variables V, D et J.  
 
Figure 4. Diversité combinatoire des gènes d’immunoglobulines.  
VDJ=gènes codant pour la partie variable des chaînes lourdes, VJ=gènes codant pour la partie variable des 




1.5 Expression du BCR (B Cell Receptor) et sélection des 
lymphocytes B dans la moelle osseuse  
Les lymphocytes B prennent naissance dans la moelle osseuse. Les lymphocytes B 
actifs quittent la moelle osseuse et circulent dans l’organisme via le sang et la lymphe.
Néanmoins avant d’être actifs, les lymphocytes B traversent différents stades de maturation 
(stade pro-B, stade pré-B, stade B immature, stade B mature naïfs) au cours desquels ils 
acquièrent une immunoglobuline de surface spécifique, le BCR (B Cell Receptor). Le BCR 
est un récepteur membranaire caractéristique des lymphocytes B, qui leur procure la propriété 
de reconnaitre directement et spécifiquement des antigènes. Les BCR s’acquièrent dans la 
moelle osseuse au cours de la différenciation des lymphocytes B. Les lymphocytes B qui 
reconnaissent le soi sont éliminés dans la moelle osseuse par un mécanisme de sélection 
négative. Cette première différenciation des lymphocytes B est indépendante de l’antigène et 
se déroule suivant quatre stades :  
- Progéniteur B ou pro-B, ce stade correspond aux réarrangements des gènes codant 
pour les chaînes lourdes des Igs. Deux enzymes, l’enzyme de recombinaison (RAG1/2) et la 
TdT (Terminal deoxyribonucleotidyl Transférase) sont impliquées dans le phénomène de 
réappariement des chaînes lourdes. RAG est responsable de l’appariement des chaînes lourdes 
et TdT est responsable de l’ajout de nucléotides aux jonctions V D J assurant ainsi la diversité 
des chaînes lourdes (Benedict et al., 2000). 
- Précurseur B ou pré-B, ce stade correspond à un stade de prolifération avec des 
réarrangements des gènes codant pour les chaînes légères des Igs.
- B immature, ce stade correspond à l’expression à la surface de la cellule d’une IgM et 
IgD formant un BCR. C’est à ce stade que se fait la sélection négative des lymphocytes B 
reconnaissant le soi. Au cours de ce processus les lymphocytes B qui reconnaissent un ligand 
endogène réarrangent les gènes codant pour les domaines variables afin de modifier leur 
BCR. Les cellules dont le BCR continue à être réactif au soi sont éliminées par apoptose, les 
autres quittent la moelle et poursuivent leur différenciation. 
- B mature, ce stade est le stade où les lymphocytes B sont naïfs, mais circulants. Leur 
demi-vie en absence de rencontre avec l’antigène spécifique n’est que de 3 jours. S’ils 
rencontrent un antigène spécifique de leur partie variable la différenciation dépendante de 
l’antigène commence.  
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Les lymphocytes B activés par un antigène étranger reçoivent des signaux de survie, 
prolifèrent et subissent des phénomènes de commutation de classe (ou switch isotypique) et 
d’hypermutation somatique permettant d’une part la synthèse de tous les isotypes d’anticorps 
et d’autre part l’amélioration de l’affinité de l’anticorps pour l’antigène (Muramatsu et al., 
2000). Les lymphocytes T CD4+ sont nécessaires. En effet, ils génèrent un environnement 
riche en cytokines responsable de la synthèse d’isotypes d’anticorps adaptés à l’antigène. A la 
suite de ces interactions, les lymphocytes B prolifèrent et se différencient en plasmocytes 
sécréteurs d’anticorps et en lymphocytes B mémoires. 


Figure 5. Maturation des lymphocytes B et production des anticorps.  
La maturation et la différenciation des lymphocytes B se déroulent dans la moelle osseuse. Les lymphocytes B 
naïfs migrent vers les organes lymphoïdes secondaires (ganglions, rate) à la rencontre de leur antigène 
spécifique. A la rencontre avec un antigène, une seconde différenciation débute dépendante de l’antigène. Au 
cours de leur maturation, les lymphocytes B subissent des étapes de réarrangements géniques nécessaires à la 
production des anticorps et à l’élaboration d’un répertoire immunitaire diversifié. Cµ+:cytoplasmic µ protein, 
XLA : X-linked agammaglobulinemia Hyper IgM : hyper-IgM syndrome, IgAD : selective IgA deficiency, 




1.6 Modifications post-traductionnelles des anticorps : les 
glycosylations 
 Les immunoglobulines sont des glycoprotéines. Elles comportent des résidus 
glucidiques associés au niveau du fragment Fc. Les glycosylations au niveau du Fc jouent un 
rôle dans la stabilité et la fonction de l’anticorps (Arnold et al., 2007). Le nombre et la 
localisation des glycosylations varient en fonction de l’isotype de l’anticorps. Par exemple, les 
IgGs présentent deux N-glycosylations au niveau des domaines CH2, sur l’asparagine 297 
(Asn297) qui jouent un rôle dans l’orientation du domaine CH2 et donc dans l’interaction du 
Fc avec ses récepteurs présents à la surface des cellules effectrices. Cette glycosylation 
intervient également dans la stabilité des IgGs. Les résidus glucidiques du Fc des IgA et IgE 
semblent eux moins déterminants.Le type de glycosylation joue donc un rôle sur les fonctions 
effectrices in vivo de l’anticorps en modulant l’affinité du Fc pour son récepteur. Le motif 
oligosaccharidique de base des immunoglobulines comprend un heptamère bi antennaire, 
composée de N-acétylglucosamine et de mannose. Ce motif conservé peut être modifié par 
l’ajout d’un nombre variable de résidus de fucoses à sa base, de galactoses ou d’acides 
sialiques à ses extrémités. Ainsi, plus de 30 motifs oligosaccharidiques différents peuvent être 
produits à partir de la structure heptamérique de base.  
 
2 Fonction biologique des anticorps  
 La fonction biologique des anticorps est de participer à la réponse immunitaire en 
neutralisant et/ou en éliminant les agents étrangers : bactéries, virus, parasites ou autres 
composés étrangers à l’organisme. Les anticorps représentent la réponse humorale de 
l’organisme contre les antigènes et peuvent activer la réponse cellulaire ou cytotoxique. Les 
antigènes présentent généralement de nombreux épitopes et sont donc reconnus par un large 
nombre d’anticorps présents sur les lymphocytes B. Une fois activés et différenciés, ces 
lymphocytes B déclenchent une réponse de type polyclonale. Plusieurs anticorps dirigés 





2.1 Fonction de reconnaissance : liaison à l’antigène 
 Une fois l’anticorps synthétisé, il sera capable de lier spécifiquement l’épitope donc 
l’antigène contre lequel il est dirigé. La liaison de l’anticorps à son antigène représente le 
mécanisme central de la réponse anticorps. Cette interaction paratope/épitope, impliquant 6 à 
20 acides aminés, met en jeu des liaisons non covalentes de faible énergie (interactions 
hydrophobes, forces de Van der Waals, forces électrostatiques et/ou liaison hydrogène) et est 
réversible (Mariuzza et al., 1987; Mian et al., 1991). La nature de l’antigène peut être très 
variée (sucres, lipides, peptides, composés chimiques, …). La spécificité de la liaison de 
l’anticorps à son antigène n'est pas absolue et dans de nombreux cas, du fait de l’existence de 
séquences très proches ou de structures moléculaires similaires pour différentes molécules 
antigéniques, les anticorps sont capables de reconnaître plusieurs molécules dans un 
phénomène dit de "réactions croisées". 
 La fixation de l’anticorps à l’antigène peut avoir pour rôle de bloquer son activité 
biologique, c’est le cas lors de la neutralisation d’antigène soluble (toxines par exemple), mais 
peut aussi avoir un rôle indirect en activant les fonctions effectrices de l’anticorps via la 
cytotoxicité. 
 
Figure 6. Mécanismes principaux d’action des anticorps.  
Les anticorps peuvent éliminer les antigènes de différentes façons. Les antigènes de petites tailles (toxines, 
xénobiotiques, allergènes) sont neutralisés puis détruits par les phagocytes. Les antigènes plus gros (pathogènes) 
sont reconnus par les anticorps puis éradiqués par l’intermédiaire d’effecteurs cellulaires (cellules cytotoxiques, 
phagocytes) ou moléculaires (le système du complément). ADCC : Antibody Dependent Cell mediated 
Cytotoxicity ; CDC : Complement Dependent Cytotoxicity ; CAM : Complexe d’Attaque Membranaire. D’après 
(Abès et al., 2009). 
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2.2 Fonctions effectrices : la cytotoxicité liée à l’anticorps 
 La région Fc assure les fonctions effectrices de l’anticorps en activant plusieurs voies 
cytotoxiques. Il existe deux types de cytotoxicité : la cytotoxicité dépendante des cellules de 
l’immunité (ADCC) et la cytotoxicité dépendante du complément (CDC) (Ward and Ghetie, 
1995). 
2.2.1 Cytotoxicité dépendante des cellules de l’immunité (ADCC) 
Le fragment Fc de l’anticorps se lie à son récepteur spécifique, le FcR, présent à la 
surface de cellules intervenant dans la défense immunitaire, comme les cellules NK (Natural 
Killer), les macrophages ou les neutrophiles. Cela conduit à une cytotoxicité cellulaire 
dépendante des anticorps (ADCC), caractérisée par la phagocytose ou la lyse de l’antigène 
(Figure 7) (Nimmerjahn and Ravetch, 2010). L’interaction Fc-FcR peut également entraîner 
d’autres types de signaux comme la libération de médiateur de l’inflammation, l’activation 




2.2.2 Cytotoxicité dépendante du complément (CDC) 
 Le fragment Fc de l’anticorps se fixe alors à la molécule C1q qui déclenche ensuite la 
cascade d’activation du complément, pour aboutir à la formation du complexe d’attaque 
membranaire qui finit par lyser la cellule cible (Gelderman et al., 2004) (Figure 7). Il est à 
noter que C1q est incapable de se lier aux IgG4 et son affinité pour le domaine CH2 du Fc 




                                   
Figure 7. Les fonctions effectrices de l'anticorps. D’après (Dutertre and Teillaud, 2006). 

En plus de son rôle dans la neutralisation et dans les fonctions effectrices, le complexe immun 
antigène/anticorps permet d’activer les autres cellules du système immunitaire notamment les 
cellules de l’immunité cellulaire ou cytotoxique (Lymphocyte T, Lymphocytes T 
cytotoxiques, macrophages) afin de conduire à l’élimination totale de l’antigène de 
l’organisme. De plus, lors du premier contact avec l’antigène, l’organisme est capable 
d’organiser une réponse contre l’antigène (voir paragraphes précédents 2.1, 2.2), mais 
également d’enregistrer cette réponse pour se défendre lors d’un nouveau contact avec cet 
antigène. La réponse est dite mémoire et consiste en la production de lymphocytes B 
mémoires sécrétant des anticorps spécifiques de l’antigène. Cette réponse sera déclenchée 
plus rapidement, en quantité plus importante et plus efficacement lors du second contact avec 
l’antigène. La figure suivante (Figure 8) récapitule l’ensemble des fonctions et interactions 
des anticorps et les rôles des complexes immuns lors de l’infection de l’organisme par un 
antigène. Cette figure présente le cas des Igs de type IgG, qui est la classe d’Igs la plus 









Figure 8. Activités régulatrices des complexes immuns. 
Les anticorps sous forme de complexes immuns activent un certain nombre de cellules immunitaires grâce à leur 
interaction avec les FcγRs. Les anticorps régulent les fonctions cytotoxiques et pro-inflammatoires des cellules 
de l’immunité innée comme les macrophages, les granulocytes et les mastocytes. L’interaction des anticorps 
avec les cellules dendritiques permet la régulation de la réponse cellulaire adaptative. Sur les cellules B et les 
plasmocytes, l’expression sélective du récepteur Fc inhibiteur permet de moduler et d’adapter la réponse 
humorale. Extrait de (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). 


3 Caractéristiques pharmacodynamiques et 
pharmacocinétiques des anticorps  
3.1 Affinité/Avidité 
 L'affinité des anticorps est la résultante des forces attractives et répulsives établies 
entre un anticorps et un épitope de son antigène (Anthony et al., 2008). Elle permet de 
mesurer l’attraction spécifique entre un anticorps et un antigène. L'affinité est variable selon 
les couples anticorps/antigène, et les conditions du milieu (pH, force ionique, température).  
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Lors de la maturation de la réponse immunitaire, l’affinité des anticorps est améliorée, grâce à 
des mutations somatiques dans la région hypervariable puis à la sélection et la prolifération 
des lymphocytes B sécrétant les anticorps de meilleure affinité (paragraphe 1.5 Expression du 
BCR et sélection des lymphocytes B dans la moelle osseuse, Introduction). Ainsi, les 
anticorps présentent de fortes affinités naturelles pouvant atteindre l’échelle du picomolaire 
grâce aux étapes de maturation et de commutation isotypique. Néanmoins, à cause de la forme 
multimérique des anticorps, l’affinité n’est pas un paramètre adapté, car elle ne prend en 
compte qu’une interaction unique de l’anticorps sur son antigène. L’avidité ou affinité 
fonctionnelle qui représente la somme des affinités de chaque liaison paratope / épitope sur un 
antigène ou l'interaction globale de l'ensemble bivalent ou multivalent de l’anticorps avec les 
différents épitopes de l'antigène apparait plus adapté (Hornick and Karuch, 1972). L'affinité 
fonctionnelle est toujours supérieure à la somme des affinités individuelle ou interaction 
primaire. Ce phénomène d'amplification parfois considérable (facteur 100 ou 1 000) résulte de 
la multivalence des molécules réagissantes. Ce phénomène explique que les IgMs soient plus 
avides que des IgGs qui elles ont subi le processus de maturation d’affinité.  
 
3.2 Demi-vie et biodistribution 
 La demi-vie des anticorps est variable selon l’isotype de l’anticorps. Les IgM, IgD, 
IgA et IgE possèdent un temps de demi-vie court de 3 à 5 jours. Les IgGs présentent quant à 
eux le temps de demi-vie le plus long. La demi-vie des IgGs est d’environ 21 jours dans le 
plasma, sauf pour les IgG3 qui est d’environ 7 jours. Cette longue demie-vie est due à un 
recyclage des IgGs, effectué par le récepteur FcRn (Neonatal Fc Receptor) exprimé par les 
cellules endothéliales vasculaires (Ward et al., 2003). C’est la région Fc de l’anticorps, 
chevauchant les domaines CH2 et CH3 qui est impliquée dans la fixation au FcRn. Ce 
récepteur permet le transport des IgGs par un mécanisme d’association et de dissociation à un 
pH environnant 7,4. Il protège ainsi les anticorps de la voie du catabolisme endothélial en les 
restituant intacts dans la circulation. Cela explique le maintien d’une concentration élevée en 
anticorps IgGs dans le plasma. Il permet également d’assurer la biodistribution des IgGs dans 
l’organisme. Les IgGs de par leur demi-vie sont l’isotype le plus utilisé par les laboratoires 
pharmaceutiques pour développer des anticorps thérapeutiques. 
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4 Principales techniques de production des anticorps et leur 
utilisation  
4.1 Anticorps polyclonaux  
Les anticorps polyclonaux sont capables de reconnaître plusieurs épitopes différents 
d’un même antigène. Ils sont produits sous forme de mélange. La production d’anticorps 
polyclonaux se fait par l’immunisation d’un animal, lapin, chèvre, mouton etc. avec un 
antigène (Harlow Ed, 1988). Les animaux immunisés permettent de récupérer dans leurs 
sérums un cocktail d’Igs possédant une proportion relativement faible, de l’ordre de 1%, 
d’anticorps dirigés contre l’antigène qui a été utilisé pour l’immunisation. Ce type 
d’anticorps est facile à obtenir mais pose des problèmes de sensibilité/spécificité et de 
production continue. Les anticorps polyclonaux offrent une faible spécificité par rapport 
aux anticorps monoclonaux (paragraphe suivant, 4.2), car ils sont composés par un 
mélange d’anticorps ciblant tous les épitopes de l’antigène utilisé tandis que les anticorps 
monoclonaux ciblent un unique épitope. Les anticorps polyclonaux sont généralement plus 
sensibles en raison de la reconnaissance de nombreux épitopes d’un antigène. Aujourd’hui, 
les anticorps polyclonaux sont rarement disponibles pour l’immunothérapie.
4.2 Anticorps monoclonaux murins 
Les anticorps monoclonaux sont capables de reconnaître un unique épitope d’un 
antigène contrairement aux anticorps polyclonaux décrits précédemment. Pour obtenir des 
anticorps monoclonaux murins, des lymphocytes B de souris immunisées contre un antigène 
cible sont fusionnés in vitro, avec un agent de fusion membranaire, le polyéthylène glycol 
(PEG), à des cellules de myélomes murins. Les souches de myélome murins utilisés sont des 
mutants n’exprimant pas soit la thymidine kinase (TKase), soit la hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transférase (HGPRTase), deux enzymes nécessaires à la biosynthèse de novo 
des nucléotides (Köhler and Milstein, 1975). Sans nucléotides, les cellules de myélome 
meurent. Ces cellules de myélome ne peuvent se développer et se multiplier qu'en produisant 
des nucléotides par les voies métaboliques de récupération des nucléotides. Ces voies sont 
inhibées par des antagonistes de l'acide folique comme l'aminoptérine. En effet, 
l'aminoptérine bloque la biosynthèse des nucléotides via les voies métaboliques de 
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récupération ou de secours. Une fois la fusion entre les lymphocytes B et les cellules de 
myélome réalisée, la sélection des hybridomes se fera à l’aide d’un milieu sélectif contenant 
de l'aminoptérine, de la thymidine et de l'hypoxantine, les deux bases azotées qui sont les 
points de départ des voies de récupération.  
Le résultat de la fusion aboutit à un mélange contenant alors trois types de cellules. Les 
cellules de la rate non fusionnées qui produisent des anticorps, mais incapables de croitre in 
vitro, vont mourir après quelques jours. Les cellules de myélome non fusionnées qui sont 
capables de se multiplier mais sont inhibées par l'aminoptérine. Enfin, il y a des hybridomes, 
les cellules résultant de la fusion des cellules de myélome et des lymphocytes B. Les 
hybridomes sont capables de se multiplier indéfiniment car ils possèdent le génome des 
cellules de myélome. De plus, comme ils possèdent aussi le génome des lymphocytes, les 
hybridomes sont capables de biosynthétiser des nucléotides par la voie de récupération en 
utilisant la thymine et l'hypoxanthine du milieu. Donc seuls les hybridomes seront capables à 
la fois de proliférer dans ce milieu et de produire des anticorps contre l’antigène cible. La 
plupart des hybridomes obtenu ne vont pas produire l'anticorps recherché, un criblage pour 
isoler et cloner, les hybridomes sécréteurs de l’anticorps cible est réalisé. L’anticorps produit 
est spécifique et monoclonal pour la cible grâce à des étapes supplémentaires de dilution 
limites pour atteindre un stade clonal, et de criblage pour vérifier la liaison spécifique à 
l’antigène. 
 
Figure 9. Production des anticorps monoclonaux d’après Köhler et Milstein. Les premières fusions ont été 
réalisées grâce au virus de Sendaï (Littlefield, 1964; Okada, 1962; Potter, 1962) Depuis, le polyéthylène glycol a 
remplacé le virus de Sendai et est classiquement utilisé pour fusionner les cellules. Le milieu HAT 
(Hypoxanthine, Aminoptérine, Thymidine) permet d’éliminer les cellules non hybrides. 
18 
 
Ces anticorps à leur apparition ont suscité un grand intérêt pour l’immunothérapie. 
Aujourd’hui, ils sont moins utilisés qu’il y a trente ans, sauf dans certains cas (paragraphe 
4.4.2 Anticorps utilisés en thérapie, Introduction).  
 
4.3 Anticorps monoclonaux de lapin 
Depuis longtemps, le lapin était utilisé pour produire des anticorps polyclonaux. 
L’élément limitant l’obtention d’anticorps monoclonaux de lapin était l’absence de partenaire 
de fusion, c’est-à-dire un myélome d’origine lapine. Ce myélome, le clone 240 E, fut 
caractérisé par l’équipe du Dr Katherine L. Knight (Spieker-Polet et al., 1995), il y a environ 
quinze ans. L’utilisation de ce partenaire de fusion a permis d’obtenir d’assez nombreux 
anticorps monoclonaux comme les anticorps SP (Rossi et al., 2005). Ces anticorps ont une 
forte spécificité et une forte affinité pour l’antigène. Ces caractéristiques sont liées à la plus 
large diversité du répertoire immunitaire du lapin comparé à celle de la souris. Néanmoins, 
l’utilisation du lapin comme l’animal de production reste un problème compte tenu de sa taille 
et des manipulations qu’il nécessite. Cependant, aujourd’hui des anticorps monoclonaux de 
lapin anti-protéines humaines sont parmi les meilleurs outils diagnostiques de leur domaine 
(anti-récepteur œstrogène, anti-cycline D1) (Huang et al., 2005), (Cheuk et al., 2004).  
 
4.4 Les diverses utilisations des anticorps  
En 1975, la découverte de Köhler et Milstein a immédiatement suscité un nouvel espoir 
dans le domaine médical compte tenu de la grande spécificité des anticorps monoclonaux. Les 
premières utilisations des anticorps en diagnostic médical (détection/dosage des antigènes), en 
immunothérapie (traitement des maladies) et en recherche fondamentale provoquèrent un fort 
intérêt.  
 
4.4.1 Anticorps utilisés en diagnostic  
Les anticorps sont largement utilisés pour l’identification d’un antigène au sein d’un 
mélange (liquide biologique, coupe tissulaire, suspension cellulaire, …) et pour le dosage 
d’antigènes en solution. L’une des premières applications des anticorps et de l’interaction 
antigène/anticorps fut et continue d’être à ce jour les immunodosages pour le diagnostic de 
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marqueurs de maladies (VIH, CMV, …) ou de marqueurs cellulaires. Les anticorps sont 
utilisés également dans la recherche fondamentale comme outils et traçeurs dans des 
techniques comme le Western Blot ou l’immunoprécipitation. D’autre part, les anticorps ont 
été utilisés en imagerie médicale. Pour cela, les anticorps ont subi des modifications et ont été 
chimiquement marqués avec des composés fluorescents, magnétiques, radioactifs et par 
d’autres variétés de composés. En effet, dès le début des années 1970, plusieurs laboratoires 
ont étudié la faisabilité de l’utilisation d’anticorps marqués avec des radio-isotopes pour 
localiser par imagerie des marqueurs tumoraux dans des modèles animaux (Primus et al., 
1973), (Mach et al., 1974). Ces recherches ont été étendues au diagnostic de tumeurs chez 
l’homme (Mach et al., 1983). Le satumomab (Oncoscint®) une IgG radiomarqué à l’indium 
111, dirigé contre la glycoprotéine TAG-72 est utilisé depuis 1992 pour le diagnostic des 
récidives de cancers colorectaux ou ovariens  (Pinkas et al., 1999). 
Dans l’imagerie, l’utilisation de marqueurs à partir de fragments d’anticorps s’est 
développée. En 1996, trois fragments d’anticorps et une IgG entière ont obtenu une 
autorisation de mise sur le marché (AMM). L’arcitumomab (CEA-Scan), un fragment F(ab’)2 
marqué au technétium 99m, reconnaît l’antigène carcynoembryonnaire (CEA) et est aussi 
utilisé pour le diagnostic des récidives de cancers colorectaux (Erb and Nabi, 2000).  
Cet anticorps a cependant été retiré du marché européen pour des raisons commerciales. 
L’imciromab (Myoscint®) marqué à l’indium 111, un fragment Fab dirigé contre la myosine, 
est utilisé pour le diagnostic des nécroses du myocarde (Sarda et al., 2001). Un autre fragment 
Fab, le nofetumomab (Verluma®) marqué au technétium 99m dirigé contre une glycoprotéine 
de 40 kDa est utilisé pour le diagnostic des cancers du poumon à petites cellules (Straka et al., 
2000). Enfin, le capromab (Prostascint®), une IgG entière marquée à l’indium 111, 
diagnostique les récidives des cancers prostatiques en se liant à l’antigène membranaire 
PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen) (Murphy et al., 2000). Plus récemment en 
2004, le fanolesomab (NeutroSpec®), une IgM entière marquée au technétium 99m, dirigée 
contre le CD15 a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) aux États-Unis pour 
le diagnostic de l’appendicite (Line et al., 2004). Ce dernier médicament a été retiré du 





4.4.2 Anticorps utilisés en thérapie  
 L’idée d’utiliser des anticorps pour guérir des maladies remonte à la fin du 19ème siècle 
puisque dès 1890, Emil von Behring et Shibasaburo Kitasato puis Emile Roux réalisèrent des 
essais cliniques en utilisant du sérum d’animaux. Ils ont découvert que le sérum d’animaux, 
ayant subi au préalable des injections de la toxine diphtérique, conférait à l’homme une 
protection contre la diphtérie (Eibl, 2008). L’activité neutralisante du sérum fut rapidement 
attribuée aux anticorps (un terme initialement utilisé par Paul Ehrlich en 1891), gamma 
globulines du sérum, dont la structure fut élucidée partiellement en 1950 par Rodney Porter 
(Porter, 1950a, 1950b). La sérothérapie naissait. Face à cette découverte, la neutralisation de 
toxines par sérothérapie fut appliquée à l’homme et de nombreux chercheurs ont repris la 
technique afin de disposer de « médicaments » ou antidotes contre des venins de serpents et 
de scorpions. L’utilisation de sérum était alors le seul moyen permettant de traiter certaines 
maladies infectieuses comme la rougeole, les oreillons ou des infections respiratoires (Keller 
and Stiehm, 2000). La sérothérapie fut remplacée par la vaccination et l’antibiothérapie, car 
elle induisait de nombreux accidents anaphylactiques dus à l’origine animale des sérums 
(Smolens, 1961). Elle est toutefois toujours utilisée dans certains cas comme le traitement de 
maladies médiées par des toxines (tétanos, botulisme, diphtérie) ou des morsures venimeuses.  
L’apparition des anticorps monoclonaux murins a pu remplacer l’utilisation d’immuns  
sérums animaux et apporta un grand renouveau en thérapeutique. Le Muromonab ou 
Orthoclone OKT3® dirigé contre le récepteur CD3 des lymphocytes T fut le premier anticorps 
monoclonal thérapeutique humain utilisé à partir de l’année 1986. Son rôle a été de limiter les 
réactions inflammatoires intervenant dans les rejets de greffes (Cosimi et al., 1981). 
Néanmoins, le développement d’autres anticorps thérapeutiques murins contre de nouvelles 
cibles a été limité à cause de la présence d’effets secondaires importants. En effet, 
l’administration d’anticorps murins à l’Homme déclenche des réactions immunitaires 
caractérisées par la production d’anticorps humains anti-souris ou HAMA (Human Anti-
Mouse Antibodies) conduisant dans certains cas à des chocs anaphylactiques (Schroff et al., 
1985). Dans un premier temps, pour limiter les réponses immunitaires de type HAMA, 
seulement des fragments Fab ou Fab’2 des anticorps murins ont été utilisés. Par exemple, pour 
le traitement des hépatocarcinomes, le Metuximab, un fragment (Fab’2 radiomarqué), a été 
utilisé en Chine. Depuis, le développement des techniques d’ingénieurie moléculaires ont 
permis de produire des anticorps thérapeutiques. Cependant, la médecine a encore recours aux 
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anticorps murins notamment en cancérologie pour des couplages à des toxines ou à des radio-
isotopes (Ibritumomab, Tositumomab). 

5 Les types d’anticorps thérapeutiques  
 Les anticorps thérapeutiques d’origine murine induisant des réactions secondaires 
suite à leur administration à l’Homme, développer d’autres types d’anticorps a été essentiel. 
De nouveaux anticorps : anticorps chimériques, humanisés puis totalement humains ont été 









5.1 Les anticorps chimériques 
 Les anticorps « chimériques » sont composés des parties constantes humaines et des 
parties variables murines (Figure 10) et sont obtenus par ingénierie moléculaire.  
Les ADNc codant les régions variables des anticorps murins (produits par la technique des 
hybridomes) sont isolés et associés aux ADNc codant les régions constantes d’une IgG 
humaine (Morrison et al., 1984). On utilise pour cela un (ou deux) vecteur(s) d’expression 
contenant les ADNc codant les chaînes lourdes et légères (généralement IgG1 et C kappa) et 
dans lesquels les parties variables VH et VL de souris sont insérées, tout en respectant le cadre 
de lecture. Une telle construction permet d’obtenir des anticorps hybrides composés à 75% de 
la séquence humaine de l’Ig, pouvant interagir avec les cellules effectrices tout en conservant 
leur spécificité et leur affinité pour l’antigène (Siberil et al., 2005). Il a été observé qu’un 
changement d’isotype lors de la construction pouvait entraîner une différence dans la 
spécificité fine de certains anticorps chimériques ayant des régions variables identiques. Les 
parties constantes pourraient donc jouer un rôle sur la conformation du domaine variable 
(1994; Torres et al., 2005). Le premier anticorps chimérique (Fab) commercialisé, 
l’abciximab (ReoPro®) dirigé contre la glycoprotéine plaquettaire GPIIb/IIIa, est indiqué dans 
le traitement de maladies cardiovasculaires comme anti-coagulant (1994). Approuvé par la 
FDA 10 ans après la mise au point de la technique de chimérisation, il fut suivi par le 
rituximab (Rituxan®ou MabThera® en 1997, anti-CD20 préconisé dans le traitement de 
certains lymphomes, certaines maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoïde, ou 
encore certains rejets de greffe. Il existe à l’heure actuelle sept anticorps chimériques sur le 
marché. Cependant, bien que les anticorps chimériques soient moins immunogènes que les 
anticorps totalement murins, ils peuvent tout de même induire des réactions immunitaires à 
leur injection chez l’homme. Ces réactions immunitaires de type HACA (Human Anti-
Chimeric Antibodies) doivent être diminuées. C’est pour cela que d’autres technologies ont 
été développées. 

5.2 Les anticorps humanisés 
 Les anticorps « humanisés » possèdent encore moins de séquences d’origine murine 
que les anticorps chimériques. En effet, ils sont constitués à 90% de séquences humaines, 
dans lesquelles seules les régions hypervariables (CDR) (régions en contact étroit avec 
l’antigène) sont d’origine murine. Ces anticorps humanisés sont obtenus par greffage des 
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régions hypervariables CDR des anticorps de souris sur des régions variables plus conservées 
(« framework » FR) des VH et VL humaines (Jones et al., 1986). Cette technique 
d’humanisation est très délicate quant à la prédiction des acides aminés à substituer. Certains 
résidus de la région conservée ont un rôle essentiel dans le maintien de la conformation du 
paratope. Leur changement peut donc affecter de façon non négligeable l’affinité de 
l’anticorps humanisé. Lorsque les séquences variables humaines sont modifiées, elles peuvent 
alors être clonées dans un vecteur contenant les séquences constantes humaines, comme cela 
est fait pour les anticorps chimériques. Une autre approche d’humanisation, appelée 
« resurfacting », consiste au contraire à ne changer que certains acides aminés des régions 
conservées du domaine variable murin pour lui donner un profil plus « humain » (Roguska et 
al., 1994). Le premier anticorps humanisé mis sur le marché en 1997 fut le daclizumab 
(Zenapax®). Dirigé contre le récepteur de l’IL-2 (CD25, fortement exprimé sur les 
lymphocytes T activés), il est indiqué pour la prévention des rejets d’allogreffes rénales. De 
nombreux autres anticorps humanisés entrèrent ensuite dans des essais cliniques. On en 
compte actuellement 15 sur le marché, dont 1 immunoconjugué, 1 fragment Fab et 1 Fab 
pégylé. Ces anticorps induisent beaucoup moins de réactions immunitaires "anti-souris" que 
leur parent murin (7% contre 20 à 40%).  
 
5.3 Les anticorps totalement humains  
Les anticorps totalement humains sont constitués exclusivement de séquences 
d’origine humaine. Ces anticorps sont dits invisibles ou « transparents » pour le système 
immunitaire des patients et évitent les réactions immunitaires observées dans le cas des 
anticorps murins, chimériques et humanisés (Hwang and Foote, 2005). Aujourd’hui, une 
grande partie des anticorps entrant en phase clinique sont complètement humains et 9 
anticorps thérapeutiques humains sont actuellement sur le marché (7 nouvelles approbations 




Tableau 1. Anticorps monoclonaux humains approuvés ou sous étude d’approbation par la FDA.  
AA, approbation accélérée ; CTLA, cytotoxicité liée au lymphocytes T associé à un antigène ; EGFR, récepteur 
au facteur de croissance épidermique, EMA, Agence Européenne de Médecine, EU, Union Européenne, FDA, 
Organisation américaine de l’alimentation et des drogue ; Ig, Immunoglobuline, IL, interleukine ; mAb, 
anticorps monoclonal, P, étude prioritaire, PA, antigène de Bacillus anthracis ; RANK, récepteur pour 
l’activation du facteur nucléaire B, S, étude standard ; TNF, tumeur necrosis facteur.  
  
Durant les trente dernières années, plusieurs stratégies ont été envisagées et développées pour 
produire des anticorps monoclonaux humains. Trois principales approches existent 
aujourd’hui : les souris transgéniques, le phage display et l’utilisation des lymphocytes B 
humains. Le phage display et les souris transgéniques sont les deux techniques 
majoritairement utilisées pour produire des anticorps monoclonaux thérapeutiques par les 
grands groupes pharmaceutiques (Hoogenboom, 2005). L’utilisation des lymphocytes B 
humains existe, mais pose des problèmes et reste encore au stade de recherche et 
d’optimisation (paragraphe suivant 5.3.3 Utilisation des lymphocytes B humains, 
Introduction). Récemment, une nouvelle société VIVALIS s’est intéressée à la production 
d’anticorps humains à partir de lymphocytes B humains. Il en est de même pour de grands 




5.3.1 Le Phage display  

5.3.1.1 Définition  
 La technique du phage display a été utilisée pour exprimer différentes molécules telles 
que des peptides aléatoires, des enzymes, des inhibiteurs de protéases, des facteurs de 
transcription, des banques d’ADNc, des cytokines. Ces différentes molécules peuvent être 
exprimées en les fusionnant à une des protéines de la capside du phage. Les phages exprimant 
la molécule d’intérêt sont sélectionnés pour leur interaction avec une autre molécule, un 
antigène par exemple ou un ligand cible, fixée à un support solide. Les phages reconnaissant 
la cible d’intérêt sont ensuite enrichis par infection d’une souche d’E.coli. Le phage display 
pour la production des anticorps consiste à cribler une banque de fragments variables 
d’anticorps humains exprimés à la surface de virus bactériens, les bactériophages. La banque 
est obtenue après extraction et clonage du répertoire des gènes des lymphocytes B humains 
codant pour les régions variables des anticorps (Marks et al., 1991). Une sélection des 
fragments d’anticorps in vitro permet ensuite d’isoler les séquences codant pour des 
fragments ayant une bonne affinité pour la cible d'intérêt. La première utilisation des phages 
dans la production d’anticorps fut décrite en 1990 avec anticorps humain, l’adalimumab 
(Humira®), mis sur le marché en 2002. Actuellement, il existe 2 anticorps sur le marché 
obtenus par phage display l’adalimumab (Humira®), et le Belimumab / Benlystat® approuvé 
en 2011. 
 
5.3.1.2 Principe  
 Les domaines variables des anticorps sont extraits du répertoire de gènes de 
lymphocytes B naïfs ou de lymphocytes B ayant déjà rencontré la cible. Ces domaines 
variables sont exprimés sur des phages, soit sous forme de fragments scFv dans lesquels les 
domaines VH et VL sont liés de manière covalente par un court peptide, soit sous forme de 
fragments Fab. La combinaison des différentes chaînes lourdes (VH) et légères (VL= V + 
V) permet d’obtenir un répertoire de fragments d’anticorps. Cette combinaison aléatoire 
permet d’augmenter la diversité des anticorps obtenus. Chaque répertoire, VH et VL, peut être 
cloné dans deux vecteurs différents pour être recombiné in vitro (Hogrefe et al., 1993a; 
Hogrefe et al., 1993b) ou in vivo (Waterhouse et al., 1993) par la suite. Il est aussi possible de 
cloner séquentiellement chacun des gènes dans un même vecteur (Barbas et al., 1991) ou de 
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procéder à leur assemblage par PCR et les cloner dans un vecteur commun (Clackson et al., 
1991; Clackson, 1991). Les répertoires sont combinés au hasard ce qui permet de créer de 
nouvelles spécificités (Marks et al., 1991) et d’obtenir un plus large panel d’anticorps pour 
une même cible (Baker et al., 2003), difficile à obtenir avec les autres approches à cause des 
faibles rendements des étapes de fusion et d’immortalisation. Les banques d’anticorps obtenus 
par phage display ne permettent pas la maturation d’affinité et ne conduisent donc pas au 
niveau de diversité observé in vivo. Les anticorps obtenus par cette technique nécessite 
souvent une optimisation de leur affinité in vitro par mutagénèse dirigée (Lonberg, 2005). À 
la suite de la sélection des meilleurs fragments et des meilleurs phages, des mutations peuvent 
être introduites au hasard in vitro (Gram et al., 1992; Hawkins et al., 1992) ou in vivo en 
infectant des souches bactériennes créant des mutations (Schaaper, 1988). Une nouvelle 
sélection est alors effectuée sur les nouveaux phages afin de sélectionner les meilleurs. Cette 
maturation artificielle permet d’obtenir des anticorps ayant une affinité identique à celle des 
anticorps issus d’une immunisation chez un animal. Ce type de banque permet d’obtenir des 
anticorps dirigés contre des molécules de l’hôte et de ne pas passer par l’immunisation des 
animaux et la technique des hybridomes, mais présente un temps et un coût de production 
élevé dû à des étapes d’optimisation importantes.  
 
5.3.2 Les souris transgéniques  

5.3.2.1 Définition  
 Les souris transgéniques possèdent à la place des loci de gènes d’immunoglobulines 
murines des loci de gènes d’immunoglobulines humaines. Ces souris expriment donc des 
gènes d’immunoglobulines humaines et sont capables de produire après immunisation avec 
un antigène-cible des anticorps totalement humains. Aujourd’hui, l’essentiel des anticorps 
humains utilisés (7 anticorps thérapeutiques) ou en développement sont des anticorps issus de 
souris transgéniques. 
 
5.3.2.2 Principe  
 Les souris transgéniques sont des souris dont le répertoire des gènes des Igs a été 
remplacé par le répertoire des gènes des Igs humaines. La production d’anticorps humains à 
partir de souris transgéniques consiste à immuniser ces souris avec un antigène-cible et à 
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récupérer la rate contenant les splénocytes et à les fusionner avec un myélome murin pour 
stabiliser leur production en anticorps. Cette technique est identique à celle utilisée pour 
l’obtention des hybridomes murins de Kohler et Milstein excepté l’origine humaine du 
répertoire des gènes des Igs. Après les étapes de criblage et de sélection, des hybridomes 
humains sont obtenus. Des étapes de clonage par dilution limite permettent alors de produire 
un anticorps monoclonal contre l’antigène d’intérêt. L’avantage des anticorps humains 
produits par les souris transgéniques est que ces anticorps du fait de l’environnement in vivo 
ont déjà subi les étapes de maturation et de commutation et sont donc très affins. Ils n’ont pas 
besoin de subir des étapes de maturation d’affinité in vitro contrairement au phage display. 
Cependant, la technique des souris transgéniques est une technique coûteuse et protégée par 
des brevets. En effet, de grosses firmes pharmaceutiques (GenPharm, Medarex) se sont 
disputées les brevets de cette technologie pendant des années. De même, un des points 
limitant est l’intensité de la réponse immmunitaire. En effet, chez les souris transgéniques la 
réponse immunitaire après immunisation avec une cible est plus faible que chez les souris 
classiques, ce qui engendre un nombre d’immunisation plus important et un coût élevé.  
 
5.3.3 L’utilisation des lymphocytes B humains  
 L’utilisation in vitro des lymphocytes B humains fut la première technique utilisée 
pour produire des anticorps totalement humains (Schwaber and Cohen, 1973).  
Malgré les limitations et les difficultés rencontrées avec l’utilisation des lymphocytes B (voir 
ultérieurement), cette technique présente des avantages et mérite des investigations et 
développement. Mon sujet de thèse s’intéresse tout particulièrement à l’obtention d’anticorps 
monoclonaux humains grâce aux lymphocytes B humains. Nous avons cherché à obtenir des 
anticorps humains à partir de lymphocytes B de donneurs immunisés contre une cible et à 
partir de lymphocytes B naïfs pour lesquels nous avons dû mettre aux point divers protocoles 
d’immunisation in vitro (paragraphe 5 Immunisation in vitro, Matériels et Méthodes). Dans 
cette introduction générale sera seulement rappelé le principe de l’utilisation de lymphocytes 
B, ses avantages et inconvénients.  
Par la suite, dans chacune des parties de ce mémoire (1ère partie et seconde partie de la thèse), 
qui correspondent aux deux méthodologies existantes pour obtenir des lymphocytes B 
humains, les principes, les protocoles et, les résultats obtenus concernant les lymphocytes B 




5.3.3.1 Définition  
 La production d’anticorps monoclonaux totalement humains est basée sur l’obtention 
et la purification de lymphocytes B humains. Ces lymphocytes B humains proviennent de 
donneurs humains. Deux types de donneurs humains sont utilisés : 
1) des donneurs ayant déjà été en contact avec l’antigène, appelés les donneurs 
immunisés/infectés ou encore vaccinés, 
2) des donneurs n’ayant jamais été en contact avec l’antigène, appelés des donneurs 
naïfs. 

5.3.3.2 Principe  
 Récupérer du sang de donneurs, purifier et sélectionner les lymphocytes B humains, 
les fusionner avec un partenaire cellulaire de type myélome, ou un partenaire viral. La 
clonalité et la spécificité sont obtenues comme dans le cas de la production d’anticorps murins 
par des étapes supplémentaires de clonage par dilution limite et de criblage. La production des 
anticorps humains peut directement être initiée sur les lymphocytes B. Toutefois, la durée de 
vie d’un lymphocyte B est courte et les lymphocytes B ne se multiplient pas in vitro. C’est 
pour cela que dès 1970, des essais pour stabiliser les lymphocytes B humains ont porté sur les 
possibilités de fusionner ou d’immortaliser des lymphocytes B humains avec un partenaire 
cellulaire de type myélome (Schwaber and Cohen, 1973). Contrairement à la technique des 
hybridomes chez la souris, des difficultés pour fusionner et stabiliser les lymphocytes B 
humains sont apparues. D’autre part, peu de myélomes humains sont disponibles et adaptés à 
la fusion avec des lymphocytes B humains (Kozbor et al., 1983), (Steinitz et al., 1979). 
L’immortalisation avec un virus, le virus Epstein-Barr (EBV) a également été utilisée 
(Traggiai et al., 2004). L’EBV est un herpès virus qui possède la capacité de transformer ou 
d’« immortaliser » les lymphocytes B humains provoquant l’expansion clonale permanente de 
ces cellules. Pour améliorer le rendement et la stabilité, l’immortalisation peut être couplée à 
une étape supplémentaire de fusion. L’utilisation du virus d’Epstein-Barr (EBV) s’est révélée 
relativement efficace. Cette stratégie a permis de générer (Steinitz et al., 1979) des anticorps 
monoclonaux contre divers antigènes (virus, toxines…). Quelques exemples très marquants, 
l’obtention d’anticorps humains contre le SRAS ou contre H1N1 par l’équipe de 
Lanzavecchia en 2002 et 2004 à partir de lymphocytes de donneurs ayant déjà rencontré la 
cible (Buchacher et al., 1994), (Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004). Les 
inconvénients majeurs de cette technique résident dans le faible rendement de l’étape 
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d’immortalisation et dans la difficulté à stabiliser les lymphocytes B immortalisés. 
Récemment pour pallier ce problème, l’addition de séquences oligonucléotidiques immuno-
stimulatrices CpG pendant l’immortalisation a permis d’augmenter l’efficacité 
d’immortalisation et la stabilité des clones (Bernasconi et al., 2002). De même, l’association 
de la technique d’immortalisation avec celle de la fusion, impliquant des partenaires humains 
de fusion augmente la probabilité d’immortalisation et la stabilité des clones (Kozbor et al., 
1982b). 
De plus, même si l’utilisation de lymphocytes B humains permet de disposer a priori de 
l’ensemble du répertoire immunologique, l’obtention d’anticorps monoclonaux spécifiques 
d’une cible est grandement favorisée lorsque les lymphocytes B proviennent d’individus 
immunisés/vaccinés. On peut alors sélectionner des lymphocytes B mémoires (Traggiai et al., 
2004) mais cela peut se révéler difficile à réaliser dans le cas de pathogènes très virulents ou 
peu répandus (Toxine Charbonneuse, Bacillus Anthracis, Yersinia Pestis, VIH, Ricine, ...). 
Ainsi, des stratégies d’immunisations in vitro utilisant des lymphocytes B naïfs ont été 
développées. Ces stratégies permettent d’obtenir des anticorps humains contre n’importe 
quelle cible y compris des cibles pour lesquelles des lymphocytes B immunisés ne seraient 
pas disponibles. Avec l’immunisation in vitro, il est difficile d’obtenir des anticorps de haute 
affinité.  
C’est pour cela que divers protocoles d’immunisation in vitro ont été développés (seconde 
partie de ma thèse). D’autre part, la majorité des anticorps obtenus par cette voie sont des 
IgMs.  
L’obtention d’anticorps humains grâce à l’utilisation de lymphocytes B humains reste pour le 
moment au stade de la recherche et nécessite diverses mises au point. Cependant, cette 
stratégie ouvre des perspectives intéressantes notamment dans le cadre de l’immunisation in 
vitro.  
 
5.4 Les anticorps optimisés  
 Une des préoccupations majeures avant les années 2000 était d’obtenir des anticorps 
monoclonaux thérapeutiques déclenchant peu (ou moins) de réactions immunitaires. Cet 
objectif a été atteint avec le développement des anticorps humanisés et totalement humains 
qui sont généralement bien tolérés, même si on observe parfois de faibles réponses HAHA 
(Human Anti-Human Antibodies) pour certains anticorps (Nechansky, 2010), (Bender et al., 
2007), (Getts et al., 2010). Depuis environ une dizaine d’années, l’optimisation des propriétés 
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fonctionnelles et/ou biochimiques des anticorps afin d’améliorer leur efficacité et leur sureté 
clinique est devenu importante (Beck et al., 2010). Les propriétés fonctionnelles et/ou 
biochimiques des anticorps regroupent l’affinité, la spécificité, les fonctions effectrices, la 
pharmacocinétique, la biodistribution, l’immunogénicité et la toxicité en général. Les 
modifications des CDR par mutations, des isotypes, du fragment Fc, de la région charnière, du 
format de l’anticorps permettent d’améliorer les caractéristiques de demi-vie et d’affinité des 
anticorps. L’ensemble de ces modifications constituent une nouvelle catégorie d’anticorps, les 
anticorps optimisés.  
 
5.4.1 Amélioration des propriétés de fixation à l’antigène 
 L’introduction de mutations dans le domaine variable permet de moduler l’interaction 
antigène/anticorps. On peut ainsi modifier la spécificité fine de l’anticorps, augmenter son 
affinité ou encore sa stabilité. La modification des paramètres de fixation de l’anticorps à sa 
cible s’effectue par mutagénèse dirigée ou aléatoire dans la région des CDRs ou la région 
charpente encadrant les CDRs. Une équipe a ainsi pu obtenir un anticorps dirigé contre la 
progestérone dont les propriétés de reconnaissance ont été améliorées par la création 
d’anticorps mutés possédant une plus grande spécificité (évitant des problèmes de réactions 
croisées précédents), tout en conservant leur affinité sub-nanomolaire (Dubreuil et al., 2006). 
Par ailleurs, une grande affinité d’un anticorps pour sa cible implique souvent une faible 
constante de dissociation, ce qui conduit à une meilleure efficacité thérapeutique. Cela est vrai 
pour les anticorps dirigés contre les molécules solubles comme les cytokines ou les toxines, 
par exemple la toxine du charbon (Maynard et al., 2002). D’autres travaux ont également 
montré qu’une fixation prolongée de l’anticorps sur sa cible permettait de recruter plus 
efficacement le C1q et induisait ainsi une activité CDC plus élevée (Teeling et al., 2004).  
Mais cette logique pourrait être mise en défaut pour le traitement de tumeurs solides en 
cancérologie, car les anticorps de forte affinité sembleraient se fixer préférentiellement aux 
cellules tumorales périphériques réduisant leur taux de pénétration dans les tumeurs solides 
(Adams et al., 2001).  
 
5.4.2 Amélioration des propriétés effectrices 
 Dans le but d’améliorer l’activité thérapeutique cytotoxique de la région Fc, des études 
s’intéressant à l’amélioration du fragment Fc ont été menées. Ces améliorations sont 
31 
 
effectuées de plusieurs façons: choix de l’isotype,  introduction de mutations, modification de 
la glycosylation, ou encore en greffage de molécules cytotoxiques. 
 
5.4.2.1 Importance de l’isotype 
 Compte tenu de leur caractéristiques (forte spécificité, forte affinité, durée de vie la 
plus longue), les IgGs sont préférées pour les anticorps thérapeutiques par les laboratoires et 
les groupes pharmaceutiques. Les fragments Fc des quatre isotypes des IgGs présentent des 
caractéristiques différentes vis-à-vis des fonctions effectrices. En effet, les IgG1 et IgG3 sont 
capables de se lier aux trois types de récepteurs (FcRI, RIIa/c, et RIII), tandis que les IgG4 se 
fixent uniquement aux récepteurs FcRI et IIb et les IgG2 aux FcRIIa. L’isotype de 
l’immunoglobuline conditionne donc le type de réponse cytotoxique et leur choix est de 
première importance pour élaborer un anticorps thérapeutique (Jefferis, 2007). La plupart des 
anticorps utilisés en thérapie sont des IgG1 car ils activent le plus efficacement les fonctions 
effectrices ADCC et CDC. Ce sont d’ailleurs ceux qui sont rencontrés le plus fréquemment 
naturellement (60% des IgGs totaux). En ce qui concerne les IgG3, il n’en existe actuellement 
aucun sur le marché compte-tenu de leur courte demi-vie sérique.  
 
 
5.4.2.2 Modification de la région Fc 
 La conception des anticorps utilisés pour leur fonction effectrice doit également 
prendre en compte les types de récepteurs sur lesquels le Fc se fixe préférentiellement 
puisqu’ils peuvent être activateurs (FcRI, RIIa/c et RIIIa) ou inhibiteurs (FcRIIb). De 
nombreux travaux ont donc visé à manipuler la région Fc, par l’introduction de mutations, 
afin de moduler cette réponse effectrice. Une étude a ainsi cartographié les résidus impliqués 
dans la liaison aux différents récepteurs Fc (Shields et al., 2001). La mutation de certains 
acides aminés a permis d’augmenter spécifiquement l’affinité du Fc pour le récepteur 
FcRIIIa (activateur de la fonction effectrice) et de diminuer l’affinité pour le récepteur
FcRIIb (inhibiteur) (Shields et al., 2001), (Lazar et al., 2006). La combinaison de ces 
mutations augmente considérablement l’activité effectrice de l’anticorps. Bien que la 
modulation de la réponse CDC soit moins étudiée, il est également possible d’augmenter la 
cytotoxicité liée au complément. Ainsi, des variants d’un anticorps anti-CD20 ont vu leur 
activité CDC augmentée et ceci en corrélation avec une amélioration de l’affinité pour la 
molécule C1q (Moore et al., 2010). De plus, des substitutions effectuées sur le même variant 
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ont pu être combinées de façon à améliorer la fixation au récepteur FcR, optimisant ainsi le 
répertoire entier des fonctions effectrices cytotoxiques.  

5.4.2.3 Amélioration de la glycosylation 
 La glycosylation (N-glycosylation) joue également un rôle dans la fonction effectrice 
de l’anticorps en participant au maintien de la structure tertiaire et de la stabilité de l’anticorps 
(paragraphe 1.6 Modifications post-traductionnelles des Igs, Introduction). La composition en 
glycanes peut donc moduler l’activité thérapeutique de l’anticorps (Jefferis, 2007). Parmi les 
différentes glycoformes naturelles, celles qui présentent un faible taux ou sont dépourvues de 
fucose possèdent une meilleure activité ADCC (Shinkawa et al., 2003). Cette amélioration 
passe par une augmentation de l’affinité pour le récepteur FcRIIIa. Ainsi des équipes ont 
cherché à orienter le profil de glycosylation des anticorps en créant des lignées cellulaires 
(dérivées des cellules CHO) non productrices de fucose (Kanda et al., 2006), (van Berkel et 
al., 2010). Etant donné que le choix du système d’expression conditionne le profil de 
glycosylation, de nombreux travaux visent à modifier des organismes (levures, cellules de 
mammifères, cellules d’insectes) afin qu’ils produisent des anticorps ayant une glycosylation 
« humanisée» et optimisée pour une meilleure réponse effectrice.  
 
5.4.2.4 Couplage chimique à des radioéléments ou molécules cytotoxiques 
 La cytotoxicité d’un anticorps peut également être augmentée par le couplage 
chimique d’éléments toxiques. Il peut s’agir du greffage de radioéléments qui délivre de fortes 
doses d’irradiation ciblée par l’anticorps et épargnant ainsi les tissus sains. Parmi les quatre 
anticorps radio-conjugués commercialisés, se trouvent deux anticorps anti-CD20 : 
l’ibritumonab® (marqué à l’indium 111 pour l’imagerie médicale et à l’yttrium 90 pour la 
thérapie) et le tositumomab® (marqué à l’iode 131) qui traitent des lymphomes. Cependant 
ces technologies de couplage sont lourdes et compliquées à mettre en œuvre. Leur succès est 
pour l’instant limité et leur utilisation réservée aux cancers relativement peu avancés (Barbet 
et al., 2009). Des anticorps « armés » composés d’éléments cytotoxiques moins agressifs pour 
l’organisme ont également été développés. Le seul immunoconjugué commercialisé est le 
gemtuzumab, indiqué pour le traitement des leucémies myéloïdes aiguës, où l’anticorps est 
couplé à la calichéamycine, un antibiotique puissant (provoquant des cassures de l’ADN). 
D’autres anticorps de ce type sont actuellement en développement clinique. Ils utilisent 
comme agent cytotoxique des dérivés de la maytansine, ou l’auristatine qui sont agents 
33 
 
antimitotiques très puissants (Haeuw et al., 2009). Des toxines peuvent également être 
fusionnées aux anticorps, par biologie moléculaire, pour créer des immunotoxines. On 
retrouve parmi elles la ricine (chaîne A), la toxine diphtérique, l’exotoxine de pseudomonas 
(PE38) ou encore la toxine cholérique (Sarnovsky et al., 2010). Des anticorps recombinants 
ont ainsi été produits, dont le BL22, un anti-CD22 fusionné au PE38, qui a permis la 
rémission totale de patients atteints de leucémie et pour lesquels les traitements classiques 
avaient échoués (Kreitman, 2009).  
 
5.4.3 Amélioration de la demi-vie  
 Le récepteur FcRn peut moduler la clairance et donc la durée de vie des anticorps dans 
le sérum. Une optimisation de la fixation du Fc sur ce récepteur pourrait donc accroître 
l’efficacité des anticorps et/ou permettre de diminuer les doses thérapeutiques. La modulation 
de la demi-vie de l’anticorps peut s’effectuer par des substitutions d’acides aminés dans la 
partie Fc qui modifient son affinité pour le récepteur FcRn (augmentation de la demi-vie de 
l’anticorps d’un facteur deux (Hinton et al., 2004)), mais également par une optimisation des 
glycosylations qui améliore l’affinité au récepteur FcRn (Jefferis, 2007). Cependant, le gain 
d’affinité de ces mutants n’est pas forcément associé à une meilleure pharmacocinétique de 
ces anticorps (Datta-Mannan et al., 2007). La demi-vie des anticorps, et en particulier des 
fragments Fab (de plus faible masse), peut également être améliorée par un couplage 
chimique au polyéthylène glycol (PEG). Le principal effet de la « PEGylation » est 
d’augmenter la taille de la molécule de sorte qu’elle soit supérieure à la limite de filtration 
glomérulaire. Cette modification chimique doit être maîtrisée pour ne pas affecter les régions 
CDR et effectrices, sous peine de modifier la fonction de l’anticorps (Dutertre and Teillaud, 
2006). Cette réaction de « PEGylation » a pu par exemple prolonger la durée de vie d’un 
fragment Fab dirigé contre le TNF de 14 jours (Choy et al., 2002) ou de fragment F(ab)’2 




6 Les anticorps thérapeutiques sur le marché  
6.1 Les différents anticorps monoclonaux sur le marché en 
 2012 
6.1.1 Bilan des types d’anticorps sur le marché 
 Depuis 1986 et la mise sur le marché du premier anticorps monoclonal thérapeutique 
le Muromonab, 35 anticorps monoclonaux thérapeutiques et 6 protéines de fusion-Fc (ou 
immunoadhésines, dérivés d’anticorps (paragraphe 6.2 Les différents formats d’anticorps 
monoclonaux thérapeutiques, Introduction) ont été approuvés pour un usage clinique, par une 
ou plusieurs agences mondiales de santé publique régulant la commercialisation des 
médicaments (la FDA pour Food and Drug Administration aux USA, l’EMA pour European 
Medicines Agency en Europe, la SDFA pour China’s State Food and Drug Administration en 
Chine) (Beck et al., 2009), (Jiang et al., 2011). 
 Les anticorps sont principalement préconisés pour lutter contre les cancers (17 
anticorps approuvés) et les pathologies immunologiques et inflammatoires (16 anticorps 
approuvés, dont un retrait le Raptiva® ou Efalizumab). D’autre part, des anticorps 
thérapeutiques sont également disponibles pour la transplantation (Muromonab, Daclizumab, 
Belatacept), l’infectiologie (Palivizumab), la médecine cardiovasculaire (Abciximab), 
l’ophtamologie (Ranibizumab) et le traitement de maladies rares, voire orphelines, pour 
lesquelles peu de traitements efficaces sont disponibles (Natalizumab pour la sclérose en 
plaque, Toclizumab pour la maladie de Castelman). Dans le futur, de nouveaux anticorps 
ciblant des pathologies comme le diabète de type I ou la maladie d’Alzheimer seront mis à 
disposition. En effet, 4 nouveaux anticorps sont en cours d’étude clinique de phase III 
(l’otélixizumab et le téplizumab pour le diabète, le bapineuzumab et le solanézumab pour la 
maladie d’Alzheimer) en 2012.  
 
6.1.2 Bilan économique des anticorps sur le marché  
  Les anticorps monoclonaux thérapeutiques font partis des biomédicaments ou produits 
biopharmaceutiques. Les biomédicaments connaissent un succès croissant depuis les années 
70. L’insuline, l’érythropoétine, l’hormone de croissance et maintenant les anticorps 
monoclonaux sont les plus connus des biomédicaments. Depuis dix ans, la proportion des 
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anticorps thérapeutiques dans le marché des biomédicaments ne cesse d’augmenter pour 
atteindre près de 50% en 2010. Ils représentent un marché estimé à plus de 50 milliards de 
dollars, ce qui correspond à environ 6% du marché total des produits pharmaceutiques en 
2010. Parmi la quarantaine d’anticorps et dérivées approuvés pour un usage thérapeutique, 6 
génèrent plus de 90% des ventes : l’étanercept-EnbrelTM (7,3 Md $),le bevacizumab-Avastin® 
(7 Md $), le rituximab-Rituxan® (6,9 Md $), l’adalimumab (6,5 Md $), l’infliximab (6,5 Md 
$) et le trastuzumab-Herceptin®(5,9 Md $). Ces 6 biomolécules se situent d’ailleurs dans les 
15 produits pharmaceutiques les plus vendus en 2010 et correspondent aux meilleures ventes 
dans leurs indications respectives, à savoir l’oncologie et l’inflammation.  
 
Les retombées économiques importantes générées par les anticorps thérapeutiques ont permis 
aux grands groupes pharmaceutiques d’investir dans la recherche et d’acquérir des 
compagnies de biotechnologie spécialisées dans le développement de nouveaux formats 
d’anticorps qui pourraient révolutionner le traitement de certaines pathologies, comme le 
cancer, dans les années à venir. On estime qu’en 2014, la moitié des 100 molécules les plus 
vendues seront des biomolécules, dont une part importante sera constituée par les anticorps 
monoclonaux ou dérivés (Strohl, 2009). En effet, un nombre important de biomolécules ou 
d’anticorps monoclonaux entrent en essai clinique. Depuis 2007, environ 40 nouveaux 
anticorps monoclonaux entrent chaque année en phase clinique et on compte actuellement 
près de 300 nouveaux anticorps et une vingtaine d’immunoadhésines en cours d’essais (phase 
I, II ou III) (Reichert, 2011).  
 
6.2 Les différents formats d’anticorps monoclonaux thérapeutiques  
 Il existe une grande diversité de format d’anticorps en fonction du mode d’action 
thérapeutique de l’anticorps. Aujourd’hui sur le marché, la majorité des anticorps utilisés en 
clinique sont des immunoglobulines entières de type IgG1. Il existe tout de même quelques 
IgG2 (Panitumumab, Denosumab), IgG4 (Natalizumab). Les fragments d’anticorps Fab sont 
présents (4) et des anticorps conjugués à des toxines, radionucléides ou à du 
polyéthylèneglycol (PEG) sont également utilisés. Un nouveau type d’anticorps est en plein 
essor : les immunoadhésines. Ils représentent 7 anticorps présents sur le marché et 4 en phase 
III. Les immunoadhésines résultent de l’association de domaines fonctionnels d’une protéine 
(site de liaison d’un récepteur, d’un ligand) et du fragment Fc d’un anticorps (Capon et al., 
1989). De plus, il existe en développement (essais cliniques de phase II (Wurch et al., 2009)), 
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un autre format d’anticorps, les dAb pour « single domain antibody », qui sont des fragments 
d’anticorps à domaine unique (Chames and Baty, 2009b). Ils sont exprimés naturellement 
chez les camélidés (lamas, chameaux), et certaines espèces de requin (Figure 11). L’avantage 
de telles molécules découle de leur petite taille tout en conservant une grande affinité pour 
leur cible. Ces molécules peuvent être utilisées seules comme petites molécules 
thérapeutiques, par exemple en cancérologie pour pénétrer plus facilement les tumeurs solides 
(Behar et al., 2009), ou comme base pour élaborer des molécules plus complexes. Un autre 
format correspond au anticorps bispécifiques dirigés contre des épitopes différents, étendant 
ainsi la fonction de l’anticorps classique (Chames and Baty, 2009a). D’autre part, un format 
atypique d’anticorps existe. Le Catumaxomab, une IgG2 hybride rat/souris, présente la 
particularité d’être le seul anticorps bispécifique (anti-CD3 et anti EpCAM) sur le marché. De 
façon analogue, on pourrait imaginer des fragments d’anticorps tri- ou tétra-valents, scFv ou 
diabodies qui pourraient faire partie de la prochaine génération de « molécules dérivées 
















(Camélidés)      (Requin)
Ac simple chaîne lourde
(possédant un fragment dab)
 
Figure 11. Les différents formats d'anticorps thérapeutiques sur le marché et en développement (liste non 
exhaustive). Les molécules présentes sur le marché sont écrites en gras.  D’après (Beck et al., 2009). 
 
 
6.3 Cibles et mode d’action des anticorps  
 Les anticorps utilisés à des fins thérapeutiques peuvent exercer différents modes 
d’action selon la cible et la pathologie à traiter (Figure 14). Le choix de la molécule cible est 
majeur puisque cela définit l’efficacité de l’anticorps et les effets secondaires qu’il pourrait 
entraîner. 
Les cibles des anticorps peuvent être classées en deux types :  
1) antigènes solubles  
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2) antigènes membranaires  
Selon la cible, le mode d’action varie.  
 
6.3.1 Les anticorps neutralisant un antigène soluble 
 La fixation d’un anticorps neutralisant a pour effet de bloquer l’activité biologique de 
l’antigène sur sa cible. Ainsi l’inhibition de la liaison de l’antigène (toxines, cytokines, 
chimiokines, ….) sur son récepteur spécifique va bloquer la voie de signalisation 
normalement induite. Ces anticorps neutralisants représentent un peu moins d’un tiers des 
anticorps  sur le marché. Les molécules ciblées sont principalement des cytokines comme le 
TNF (Tumor Necrosis Factor ) ou des interleukines (IL-12/IL-23, IL-1, IL-6). On retrouve 
également un composant du complément (C5) et des facteurs de croissance (VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor), et EGFR (Epidermal Growth Factor). Les anticorps 
monoclonaux ciblant les toxines ne sont pas encore présents sur le marché mais en cours de 
développement. En ce qui concerne la neutralisation de virus, les anticorps agissent de la 
même façon en se fixant à la protéine d’enveloppe responsable de la liaison de la particule 
virale à sa cible cellulaire, bloquant ainsi son entrée et l’infection de la cellule (Abès et al., 
2009). Les anticorps peuvent également immobiliser et agglutiner les agents infectieux, et 
favoriser l’opsonisation et leur destruction (phagocytose, ADCC et CDC). 

6.3.2 Les anticorps liant un antigène membranaire 
 Les antigènes liant un antigène membranaire représentent la plupart des anticorps 
monoclonaux ayant reçu une AMM ou en développement. Dans ce cas, l’anticorps se lie à 
l’antigène présent à la surface de la cellule cible, et peut déclencher un large type d’effets 
(Figure 12). Les effets directs peuvent conduire à la mort cellulaire (apoptose), l’activation ou 
l’inhibition de voies de signalisation telles que l’activation de la production de cytokines, la 
différenciation, la migration cellulaire ou le blocage de récepteurs membranaires. D’autres 
effets, cette fois-ci indirects, peuvent induire une cytotoxicité, passant par l’activation des 
fonctions effectrices de l’anticorps qui recrute alors des effecteurs cellulaires (ADCC) ou 
moléculaires (CDC) (Abès et al., 2009). Les cibles membranaires des anticorps peuvent être 
des récepteurs de facteurs de croissance (EGF-R, HER-2) ou de cytokines (CD25), des 
molécules d’adhérence impliquées dans les interactions cellulaires (Ep-CAM (Epithelial Cell 
Adhesion Molecule), intégrine VLA-4, LFA-1 (Leukocyte Fonction Associated Antigen), 
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molécule CD11a) ou des protéines transmembranaires (CD20, CD33, CAMPATH-1/CD52). 
Les nouvelles cibles en cours d’évaluation sont essentiellement des récepteurs ou des 
molécules impliquées dans le contrôle de l’activation cellulaire. 
 
 
Figure 12. Les différents effets biologiques des anticorps thérapeutiques. D’après (Casadevall et al., 2004). 

6.4 Limitations des anticorps thérapeutiques  
 Il existe des limitations importantes qui freinent l’utilisation massive des anticorps en 
clinique. Parmi ces limitations, la principale est celle du coût excessif des traitements et dans 
des cas plus rares, la survenue d’effets indésirables graves. 
 
6.4.1 Les systèmes de production des anticorps et leur coût  
 Les anticorps sont produits en cellules eucaryotes à cause de leur forme multimérique 
ou des glycosylations post-traductionnelles qu’ils subissent. La plupart des anticorps 
thérapeutiques sont produits par des cellules mammaliennes de type CHO (issues d’ovaires de 
hamster chinois), NS0 ou SP2/0 (deux lignées de myélome murin) (Cochet and Chartrain, 
2009). Des nouveautés dans les milieux de culture, dans les vecteurs d’expression et dans les 
lignées cellulaires utilisés ont permis d’améliorer le rendement de production en anticorps. 
Par exemple, des lignées cellulaires optimisées sont capables de produire plusieurs grammes 
d’anticorps par litre de milieu de culture contre quelques milligrammes avant optimisation 


















par an (Olivier and Mehtali, 2009) sont nécessaires pour produire des anticorps dans ces 
systèmes.  
D’autre part, les anticorps utilisés en thérapie sont très coûteux (nombreuses injections et 
doses) et représentent plusieurs milliers d’euros (de 1000 à 5000) par mois et par patient 
(Olivier and Mehtali, 2009). Par exemple, les patients traités avec le Rituximab reçoivent de 8 
à 16 doses d’anticorps correspondant à 6 ou 12 g de Rituximab par patient (O'Brien et al., 
2001). Des procédés de production coûteux superposés au coût thérapeutique mènent à 
développer de nouveaux systèmes de production plus économes. Ainsi, des levures (Pichia 
Pastoris), des champignons filamenteux (Aspergillus niger) (Ward et al., 2004), des cellules 
d’insectes (Edelman et al., 1997), des cellules aviaires (Olivier et al., 2010), des organismes 
transgéniques végétaux (feuilles de tabac) (Lai et al., 2010), ou des animaux (souris) (Tang et 
al., 2008) ont été utilisés pour produire à moindre coût des anticorps thérapeutiques. Le 
système bactérien, le système de production le moins coûteux, n’est pas adapté à la 
production d’anticorps entiers qui sont des protéines trop complexes. Cependant, il a été 
envisagé la production de petits fragments d’anticorps de type scFv par des bactéries (Arbabi-
Ghahroudi et al., 2005). La découverte des anticorps de camélidés dont la partie variable n’est 
composée que d’une chaîne lourde, a relancé l’intérêt pour ce système de production 
(Harmsen and De Haard, 2007). En effet, ce petit fragment variable de 12 kDa, nommée 
sDAb (single domain antibody) ou VHH, est facilement produit en bactéries avec de très bons 
rendements. D’ailleurs, la société Ablynx produit et exploite commercialement ce type de 
fragments d’anticorps (les nanobodies), dont certains sont en cours d’évaluation clinique pour 
le traitement de la polyarthrite rhumatoïde ou du cancer.  
 
 La recherche dans le domaine de la production des protéines thérapeutiques est très 
active et de nombreux systèmes de production alternatifs aux cellules mammaliennes sont en 
cours d’étude. Dans un avenir proche, de nouvelles plateformes de production d’anticorps 
monoclonaux devraient être approuvées et permettre une baisse progressive des coûts tout en 
améliorant les propriétés cliniques de ces agents thérapeutiques (Olivier and Mehtali, 2009). 
De plus, l’émergence du concept d’anticorps « biosimilaires », à la manière des versions 
génériques des petites molécules chimiques, devrait également contribuer à la baisse du prix 
des traitements (Reichert et al., 2009). Les biosimilaires sont « des nouvelles versions 
similaires au produit biologique de référence en termes de qualité, d’efficacité et de sécurité ». 
Ce sont des formes génériques des molécules dont le brevet a expiré.  
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6.4.2 Effets indésirables  
 Les anticorps possèdent un taux d’approbation de 20%. Ce taux est plus élevé que 
pour les petites molécules chimiques, d’environ 5% (Reichert et al., 2005). Ceci s’explique 
par les caractéristiques propres des anticorps : grande spécificité pour leur cible, longue demi-
vie et une bonne tolérance générale chez l’homme. Cependant chez les patients traités, les 
anticorps thérapeutiques ne sont pas sans effet toxique, effets qui peuvent parfois être très 
graves et difficiles à prévoir.  
Ces effets toxiques sont regroupés en cinq catégories : les infections opportunistes, le 
































 Le nombre des anticorps monoclonaux utilisé en thérapeutique ne cesse d’augmenter. 
Les premiers anticorps monoclonaux utilisés en thérapie furent des anticorps monoclonaux 
issus de souris. L’administration des anticorps monoclonaux murins peut provoquer chez 
l’Homme des réactions immmunitaires telles que la production d'anticorps anti-
immunoglobulines de souris (HAMAs) ou encore des chocs anaphylactiques. Ces effets 
secondaires peuvent entraîner une diminution de l’efficacité thérapeutique des anticorps 
murins. Afin de diminuer, voire de supprimer ces effets secondaires, plusieurs stratégies ont 
été développées : production d’anticorps chimériques (murin/humain), humanisation des 
anticorps murins et production d’anticorps humains. De nombreux laboratoires et groupes 
pharmaceutiques se sont intéressés à la production d’anticorps humains durant ces dernières 
années. Aujourd’hui, il existe neuf anticorps monoclonaux humains sur le marché. Trois 
stratégies peuvent être utilisées pour la production d’anticorps monoclonaux humains : le 
phage display, les souris transgéniques et l’utilisation de lymphocytes B humains.  
 
 Le Laboratoire d’Etudes et de Recherche en Immunoanalyse (LERI) est spécialisé 
dans la production d’anticorps monoclonaux murins et leur utilisation à des fins analytiques 
dans des domaines très divers, tels que les maladies à prion ou le bioterrorisme. Récemment, 
le laboratoire a décidé de développer la production d’anticorps monoclonaux humains à partir 
de lymphocytes B humains pour des applications thérapeutiques. C’est donc dans ce dernier 
cadre que s’insère mon projet de thèse.  
 
 Dans notre laboratoire, nous avons décidé d’utiliser les lymphocytes B en développant 
deux approches basées sur la technique d’immortalisation par le virus Epstein-Barr (EBV) 
couplée ou non à une fusion cellulaire. La première approche utilise des lymphocytes B 
mémoires du sang périphérique isolés à partir de donneurs infectés ou vaccinés tandis que la 
seconde stratégie implique l'immunisation in vitro des lymphocytes naïfs de sang 
périphérique. 
 
 Pour la première approche, nous avons utilisé comme modèle l’entérotoxine B de 
Staphylococcus aureus (SEB), car la plupart des personnes ont été en contact avec cet 
antigène. Après vérification de la présence d'anticorps anti-SEB circulant dans le sang par la 
technique ELISA, les cellules mononuclées du sang (PBMCs) ont été extraites. Les 
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lymphocytes B mémoires ont été purifiés et cultivés en présence du virus Epstein-Barr (EBV) 
afin de les immortaliser (1ère partie de la thèse). 
 
 La seconde approche implique une immunisation in vitro de lymphocytes B naïfs 
extraits de sang périphérique (2ième partie de la thèse). Cette stratégie pourrait permettre la 
production d’anticorps monoclonaux humains contre les antigènes pour lesquels il n’existe 
pas de donneurs infectés ou vaccinés. Nous avons utilisé pour cette stratégie deux modèles : 
-  un peptide (TBA-Nter) de la partie N-terminale du domaine de liaison de la toxine 
botulique A qui est la toxine la plus puissante actuellement connue, 
- une protéine de fusion constituée de la protéine Tat101 (14 kDa) du virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) et du domaine (ZZ) de 11 kDa de la 
protéine A de Staphylococcus aureus capable de lier les fragments Fc des 
immunoglobulines de surface.  
Nous avons étudié au cours de ce travail l’influence des cytokines et des différents types 
cellulaires sur l’efficacité de l’immunisation « in vitro ». Enfin, nous avons réalisé différentes 
expériences afin de déterminer quelles étaient les régions de la protéine de fusion 



































Dans un premier temps, les produits utilisés (peptide N-terminal de la BoNT/A (TBA-
Nter), Entérotoxine B de Staphyloccocus aureus (SEB), ZZ, Tat101, ZZTat101) et leur 
production seront décrits. Dans un second temps, une section sera consacrée à la purification 
et la sélection des cellules à partir de sang et de PBMCs. Une explication de l’immortalisation 
par le virus Epstein-Barr et de sa production sera faite, avant de développer les différents 
protocoles d’immunisations in vitro. Une mise en place de deux protocoles d’immunisation in 
vitro avec le peptide N-terminal de la toxine botulique A sera étudiée. Par la suite, une 
amélioration du protocole d’immunisation in vitro sera réalisée avec une protéine de fusion 
originale, ZZTat101. Les dernières sections de ce Matériels et Méthodes seront consacrées à 
la fusion et la production d’hybridomes ainsi qu’aux différents dosages immunologiques 


















1 Matériels utilisés  
1.1 Peptide N-terminal de la BoNT/A : TBA-Nter (2 kDa) 
 La synthèse du peptide BoNT/A N-terminal (peptide TBA-Nter) (H-Pro-Phe-Asn-Lys-
Gln-Phe-Asn-Tyr-Lys-Asp-Pro-Val-Asn-Gly-Val-Asp-Ile-OH) est réalisée en utilisant la 
stratégie Fmoc/tert-butyl à l’aide d’un synthétiseur (Applied Biosystems 433A synthétiseur). 
Le clivage du peptide de la résine et la déprotection des groupements chimiques protégeant 
les fonctions réactives des acides aminés sont réalisés par un mélange d’acide 
trifluoroacétique/triisopropylsilane/eau (9.5/0.25/0.25, v/v/v). Le produit final a été précipité 2 
fois dans de l’ether tert-butyl methyl froid et dissout dans 15% d’acide aqueux. Le peptide est 
par la suite purifié par HPLC sur une colonne C18. 
 
1.2 Entérotoxine B de Staphyloccocus aureus (SEB) 
 L’entérotoxine B de Staphyloccocus aureus provient de chez Sigma-Aldrich (Sigma 




1.3 Tat, ses dérivés et les protéines de fusion ZZTat101 
1.3.1 Tat101 et peptides Tat101 
 Tat101 et cinq peptides recouvrant la séquence de la protéine Tat101 sont utilisés P1 
(1-15), P10 (46-60), P15 (66-80), P16 (71-85), P18 (86-101) (4 peptides de 15 acides aminés 
et un de 16 acides aminés).   
 
1.3.1.1 Tat101  
 La synthèse de Tat101 est réalisée en utilisant la stratégie Fmoc/tert-butyl (Applied 
Biosystems 433A synthétiseur) sur 0.1 mmol de résine Fmoc-Asp(OtBu)-AL-PEG-PS en 
employant 10 excès molaire de chaque acide aminé, un mélange dicyclohexylcarbodiimide/1-
hydroxy-7-azabenzotriazole comme agent de couplage et un mélange  
diisopropylethylamine/N-methyl pyrrolidone pour la déprotection du groupement Fmoc. 
L’incorporation de la Gln54 a été réalisée manuellement deux fois. Le clivage et la 
déprotection finale sont effectués par un mélange d’acide 
trifluoroacétique/triisopropylsilane/eau (9.5/0.25/0.25, v/v/v). Le produit final a été précipité 2 
fois dans de l’ether tert-butyl methyl froid et dissout dans 15% d’acide aqueux.  La protéine a 
été ensuite purifiée en HPLC sur une colonne Jupiter C4. Les groupements protecteurs S(tBu) 
ont été retirés des cystéines en utilisant un tampon phosphate 0.1 M dégazé, pH 8.5, contenant 
6 M d’urée et de dithiothreitol (50 eq/Cys). Le mélange a été acidifié à pH 2.2 et purifié en 
HPLC sur une colonne Jupiter C4.  
Les protéines Tat101 produites réduites ont été conservées à -20°C. 
 
1.3.1.2 Peptides Tat101 
  Les cinq peptides de Tat101 ont été synthétisés par la stratégie Fmoc sur le 
synthétiseur 357 Advanced ChemTec multiple peptide. Les peptides ont été fabriqués avec 
une résine amide et ont été acétylés en N-terminal par de l’anhydride acétique. Le clivage et la 
déprotection des peptides ont  été effectués comme décrit précédemment et la purification est 
réalisée sur une colonne Vydac C18 reverse phase (Hesperia, CA).  
Les peptides et protéines synthétisés ont été caractérisés par spectrométrie de masse et par 




1.3.2 Les protéines de fusion ZZTat101 
1.3.2.1 ZZ 
 On utilise un vecteur pCP dans lequel on a inséré la séquence codante pour la protéine 
ZZ. ZZ est obtenue suivant un protocole décrit précédemment (Drevet et al., 1997; Fromen-
Romano et al., 1999).  
 
1.3.2.2 ZZTat101  
 ZZTat101 a été obtenue en utilisant une séquence synthétique codant pour Tat101  








TCCGGTGGATTAGGATCC (les sites de restriction pour KpnI et  BamHI sont en italiques) 
La séquence codante pour Tat101 est insérée dans le vecteur pCP codant pour la protéine ZZ 
avec des sites de restriction KpnI/BamHI ouverts (Fromen-Romano et al., 1999). 
 
1.3.2.3 ZZTat22-57  




CGTCAGCGTCGTCGTTAAGGATCC (KpnI et BamHI sites de restriction en italiques). La 
séquence codante pour Tat22-57 est insérée dans un vecteur pCP codant pour la protéine ZZ 
avec des sites de restriction KpnI/BamHI ouverts (Fromen-Romano et al., 1999). 
Au sein du laboratoire, nous disposions de deux versions de ZZTat22-57 : ZZTat22-57C(22-37)S 
correspondant à ZZTat22-57 avec sept cystéines de Tat mutées en sérines dans la région 22-
37 et ZZTat22-57 contenant les sept cystéines. 10 mM de Zinc ont été ajouté au tampon pour 
bloquer la formation des ponts disulfures entre les cystéines.  
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 ZZTat101Ø correspond à ZZTat101 sans la capacité à lier les héparane sulfates. 
ZZTat101Ø a été dérivée de la forme native de ZZTat101. ZZTat101 a été acétylé en présence 
d’excès d’anhydride acétique (x81). 0,525 mg de ZZTat101 sont resuspendues dans 0,4 ml de 
tampon Phosphate pH 7,5 puis 4 µL d’anhydride acétique sont ajoutés pendant 1 heure sous 
agitation à température ambiante. La réaction est stoppée par l’ajout de 0,1mL de Glycine 
0,1M dans du tampon Phosphate pH 7,5. Le mélange réactionnel a été déposé sur une colonne 
PD10 et élué avec de l’acide acétique 0,5M pH 3,4. Les fractions contenant la protéine ont été 
lyophilisées. 
 
2 Culture cellulaire 
2.1 Comptage des cellules  
 L’ensemble des comptages ou numération est effectué sur Cellules de Malassez. Le 
nombre de cellules par ml est obtenu par la formule suivante : 

  




2.2 Culture des différentes souches  
  Les cellules des myélomes murin NS1, SP2/O-Ag14 et X63 Ag8.653 et de 
l’hétéromyélome humain/murin HM (gracieusement fourni par le Dr Nato, Institut Pasteur, 
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France) sont cultivées en milieu RPMI 1640 1X contenant 10 % de SVF (sérum de veau 
foetal) décomplémenté (la décomplémentation s’effectue par chauffage pendant 30 min à 
56°C), 1 % glutamine, 1 % pyruvate de sodium et 1% pénicilline/streptomycine contenant  
130 µM 8-Azaguanine (Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) et sont incubées à 
37°C sous 7 % CO2. La 8-Azaguanine empêche la dérive des myélomes.  
 Les hybridomes issus des fusions sont cultivés en milieu RPMI 1640 1X contenant 
10% de SVF (sérum de veau fœtal) décomplémenté, 1% glutamine, 1 % pyruvate de sodium 
et 1% pénicilline/streptomycine et sont incubées à 37°C sous 7% CO2. 
 
2.3 Conservation des cellules  
2.3.1 Congélation à -196°C 
 Les cellules sont centrifugées 10 min à 1500 tours/min, comptées (paragraphe 
précédent 2.1 Comptage des cellules, Matériels et Méthodes) et resuspendues à 1×107 
cellules/ml en SVF décomplémenté additionné de 5 % de DMSO. Les cellules ainsi préparées 
en cryotube sont stockées 1 h à -20°C puis 24 h à -80°C avant d’être transférées en azote 
liquide à -196°C. 
 
2.3.2 Décongélation à -196°C 
 Toutes les cellules sont décongelées à 37°C en RPMI 1640 1X puis centrifugées 10 
min à 1500 tours/min et resuspendues dans le milieu de culture adéquat préchauffé à 37°C.  
 
 
3 Purification des cellules mononuclées du sang 
périphérique (PBMCs) 
 Les cellules mononuclées du sang périphérique sont composées des globules blancs ou 
leucocytes c’est-à-dire les monocytes et les lymphocytes. Ils sont appelés les PBMCs et sont 
obtenus à partir du sang grâce à une séparation par centrifugation sur gradient de densité. 
Après centrifugation du sang, les érythrocytes et granulocytes sédimentent au fond du tube. 
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Les lymphocytes et monocytes sont isolés sous la forme d’un anneau blanc au dessus du 
gradient de densité. 
 
3.1 Origine du matériel 
 Le sang est obtenu de l’Etablissement Français du Sang de Rungis (EFS Rungis, 
France) sous forme de poche de donneur individuel (50 ml) ou de mélange de cinq donneurs 
(250 ml). Les prélèvements sanguins ont été effectués, dans la matinée, sur des volontaires 
sains, hommes et femmes, entre 25 et 65 ans. Le sang a été récolté dans des poches traitées au 
citrate de sodium. Le sang est négatif pour HIV-1/2, HTLV-I/II, HCV, HBsAg.   
 
3.2 Purification des PBMCs  
  Trente mL de sang sont centrifugés sur un volume de 20 ml d’Histopaque 1077 
(Histopaque de densité 1,077 ± 0,001, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) à 1200 g sans frein 
pendant 30 minutes à température ambiante. Cette étape est réalisée une ou deux fois. Le 
plasma est récupéré au dessus de l’anneau de globules blancs et conservés à -80°C pour des 
tests ultérieurs en ELISA. Les PBMCs concentrées dans un anneau au dessus du gradient de 
densité Histopaque (Figure 13) sont récupérées et lavées 1 fois dans du PBS (PBS: Phosphate 
Buffer Saline: 10 mM de phosphate de potassium pH 7.4 et 150 mM de chlorure de sodium) 
supplémenté en EDTA 2 mM par centrifugation à 250 g pendant 10 minutes. S’il y a des 
globules rouges, ils sont éliminés par une lyse à température ambiante pendant 5 minutes en 
tampon de lyse des globules rouges (Tampon de lyse des GRs : 8,3g NH4Cl ; 0,84 g 
NaHCO3 ; 0,5 mL EDTA 0,2M, QSP 1L eau MilliQ). Les cellules sont lavées et 








Figure 13. Purification des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs). 
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Les PBMCs obtenues après purification sur un gradient d’Histopaque ont été mises en culture 
dans un milieu RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM L-Glutamine, 50 
µg/ml Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  Mercaptoéthanol. 
 
4 Préparation des cellules  
 Pour nos expériences d’immunisation in vitro (seconde partie de ma thèse), différents 
types cellulaires sont utilisés : PBMCs, monocytes, monocytes déplétés en natural killer, 
lymphocytes B purifiés, PBMCs totaux déplétés en natural killer. L’ensemble de ces fractions 
cellulaires est obtenu par la technique de sélection positive/négative par billes magnétiques 
commercialisées par Miltenyi Biotec (Bergisch Gadbach, Allemagne).  
 
4.1 Tampon utilisé  
 Pour toutes les étapes de sélection et de déplétion de cellules, les cellules et les billes 
magnétiques sont resuspendues en tampon MACS (tampon Miltenyi Biotec) composé de PBS 
pH 7,4 sans Mg2+ sans Ca2+ (Invitrogen) supplémenté avec 0,5 % BSA. Ce tampon est filtré 
sur 0,22 µM et dégazé à température ambiante pendant 30 minutes puis conservé tout le temps 
des expériences à 4°C. 
 
4.2 Préparation des Monocytes  
4.2.1 Purification des monocytes  
 Les monocytes représentent environ de 5 à 15% des PBMCs et sont des cellules qui 
évoluent en macrophages et en cellules dendritiques. Leur marqueur spécifique est le CD14. 
La technique de séparation cellulaire immunomagnétique (Human CD14 Miltenyi Biotech) 
permet d’isoler les monocytes à partir des PBMCs par sélection positive. Elle est réalisée en 
utilisant des microbilles magnétiques conjuguées à des anticorps monoclonaux anti-CD14 et 
une colonne de séparation LS (MACS, Miltenyi) (Figure 14). 5x108 PBMCs sont utilisées 
pour la sélection des monocytes. Après centrifugation à 300 g pendant 10 minutes à 4°C, le 
culot de PBMCs est resuspendu dans 4 ml de tampon MACS et incubé avec 1 ml de 
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microbilles anti–CD14 (Miltenyi Biotec human CD14 MicroBeads) à 4°C pendant 15 
minutes. 
Les PBMCs sont lavées dans un volume de tampon MACS 10 à 20 fois supérieur à leur 
volume initial soit 50 ml, centrifugées à 300 g pendant 10 minutes à 4°C puis diluées dans 2,5 
ml de tampon MACS. Le mélange cellules/microbilles est déposé sur une colonne de 
sélection (LS, Miltenyi Biotec) soumise à un champ magnétique. Dans ces conditions seules 
les cellules couplées aux microbilles via l’anticorps anti-CD14 vont rester sur la colonne. La 
colonne est lavée trois fois avec 3 ml de tampon MACS, puis, hors champ magnétique, les 
monocytes sont élués avec 5 ml de tampon MACS. La quantité de monocytes et de non 
monocytes (cellules non retenues sur la colonne) est alors mesurée en cellule de Malassez, et 





Figure 14. Principe de la purification des monocytes par tri magnétique. Extrait de chez Miltenyi Biotec. 
A : Les PBMCs sont incubées en présence d’anticorps anti-CD14 couplés à des billes magnétiques 
B : Les PBMCs sont déposées sur une colonne aimantée soumise à un champ magnétique 
Les cellules CD14+ (monocytes) couplées aux billes magnétiques se fixent alors sur la colonne, les cellules 
CD14- (non monocytes) passent à travers la colonne.  







4.2.2 Contrôle de la pureté des monocytes  
 Après purification, un aliquot des monocytes est analysé par cytométrie en flux 
(FACS) en utilisant un marquage anti-CD14 humain-PE (phycoérythrine) (BD Biosciences, 
Etats-Unis). Les monocytes sont caractérisés par un phénotype CD14+. 
 
4.2.3 Mise en culture des monocytes 
 500 000 monocytes humains purifiés/puits sont déposés dans une plaque 24 puits en 
milieu RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM L-Glutamine, 50 µg/ml 
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  Mercaptoéthanol. Les monocytes 
sont activés par du GM-CSF 25 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 2,5 µg/ml sont ajoutés 
dans les puits de volume final 1 ml) et de l’IL-4 50 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 5 
µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) et sont maintenus à 37°C, sous 
atmosphère humide à 5% de CO2 pendant 6 jours. 
 
4.3 Elimination des Natural Killer de la fraction négative en 
 monocytes 
4.3.1 Elimination des NK  
 Les cellules NK ou lymphocytes NK sont généralement définies comme des cellules 
cytotoxiques se présentant comme des lymphocytes pourvus de gros granules (LGL), mais ne 
possèdent aucun des marqueurs spécifiques des lymphocytes T (pas de CD3 ni de TCR) et des 
lymphocytes B (CD19, CD20 ni BCR). La plupart des cellules NK humaines expriment 
constitutivement les antigènes CD16 (Fc RIIIA), et CD56 (NCAM). Ils sont impliqués dans la 
réponse cytotoxique et représentent de 5% à 10% des PBMCs et des cellules sanguines. La 
technique de séparation cellulaire immunomagnétique (Human CD56 Miltenyi Biotech) 
permet d’éliminer les NK de la fraction obtenue après la purification des monocytes par 
sélection positive. Elle est réalisée en utilisant des microbilles magnétiques conjuguées à des 
anticorps monoclonaux anti-CD56 et une colonne de séparation LS (MACS, Miltenyi). 3x108 
cellules de la fraction négative en monocytes sont utilisées. Après centrifugation à 300 g 
pendant 10 minutes à 4°C, les cellules culotées sont resuspendues dans 2,4  ml de tampon 
MACS et incubées avec des 600 µl d’anticorps anti–CD56 (Miltenyi Biotec human CD56 
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MicroBeads) à 4°C pendant 15 minutes. Les cellules sont lavées dans un volume de tampon 
MACS 10 à 20 fois supérieur à leur volume initial soit 50 ml, centrifugées à 300 g pendant 10 
minutes à 4°C et diluées dans 1,5 ml de tampon MACS. Le mélange cellules/Microbilles est 
déposé sur une colonne de sélection (LS, Miltenyi Biotec) soumise à un champ magnétique. 
Dans ces conditions seules les cellules couplées aux microbilles via l’anticorps anti-CD56 
vont rester sur la colonne. La colonne est lavée trois fois avec 3 ml de tampon MACS. La 
fraction sans natural killer passe à travers la colonne et est récupérée avec le lavage. Une 
numération est alors effectuée en cellule de Malassez, et la pureté évaluée en cytométrie en 
flux. 
 
4.3.2 Contrôle de l’élimination des NK 
 Après déplétion, un aliquot de la fraction négative en monocytes et sans NK est 
analysé par cytométrie en flux (FACS) en utilisant un marquage anti-CD56 humain-PE 
(phycoérythrine) (BD Biosciences, Etats-Unis). Les monocytes dépourvus en NK sont 
caractérisés par un phénotype CD14+/CD56-. 
 
4.3.3 Mise en culture  
 Deux millions de cellules dépourvues en monocytes et en NK humains sont déposés 
par puits d’une plaque 24 puits en milieu RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 
mM L-Glutamine, 50 µg/ml Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  
Mercaptoéthanol et sont maintenus à 37°C, sous atmosphère humide à 5% de CO2 pendant 6 
jours. 
 
4.4 Lymphocytes B  
4.4.1 Purification des lymphocytes B  
 Le lymphocyte B est la cellule responsable de l’immunité humorale et de la production 
des anticorps. Il existe différents types de lymphocytes B, mais le plasmocyte correspond au 
lymphocyte B différencié en cellule productrice d’anticorps. Les lymphocytes B représentent 
10 à 15 % des lymphocytes sanguins. Leurs marqueurs membranaires spécifiques sont le 
CD19 ou le CD20. La technique de séparation cellulaire immunomagnétique (Human CD20 
Miltenyi Biotech) permet d’isoler les lymphocytes B à partir des PBMCs par sélection 
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positive. Elle est réalisée en utilisant des microbilles magnétiques conjuguées à des anticorps 
monoclonaux anti-CD20 et une colonne de séparation LS (MACS, Miltenyi). 5x108 PBMCs 
sont utilisées pour la sélection des lymphocytes B. Après centrifugation à 300 g pendant 10 
minutes à 4°C, les PBMCs culotées sont resuspendues dans 4 ml de tampon MACS et 
incubées avec des 250 µL d’anticorps monoclonaux anti–CD20 (Miltenyi Biotec human 
CD20 MicroBeads) à 4°C pendant 15 minutes. 
Les PBMCs sont lavées dans un volume de tampon MACS 10 à 20 fois supérieur au volume 
de cellules soit 50 ml, centrifugées à 300 g pendant 10 minutes à 4°C et diluées dans 2,5 ml 
de tampon MACS pour être déposées sur colonne. Les cellules CD20+ sont capturées par les 
microbilles via l’anticorps et sont immobilisées sur la colonne sous l’action d’un champ 
magnétique. La colonne est lavée trois fois avec 3 ml de tampon MACS, puis, hors champ 
magnétique, les lymphocytes B sont éluées avec 5 ml de tampon MACS. La quantité de 
lymphocytes B et de non lymphocytes B est alors mesurée en cellule de Malassez, et la pureté 
évaluée en cytométrie en flux. 

4.4.2 Contrôle de la pureté en lymphocytes B 
 Après purification, un aliquot des cellules CD20+ et un aliquot des cellules CD20- 
sont analysés par cytométrie en flux (FACS) en utilisant soit un marquage anti-CD20 humain-
FITC (BD Biosciences, Etats-Unis) ou anti-CD19 humain-PE (phycoérythrine) (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). Les lymphocytes B sont caractérisés par un 
phénotype CD19+, le niveau de pureté atteint est d’environ 95 %.  
 
4.4.3 Mise en culture  
 Un million de lymphocytes B sont déposés par puits d’une plaque 24 puits en milieu 
RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM L-Glutamine, 50 µg/ml 
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  Mercaptoéthanol. Les plaques sont 




4.5 Elimination des Natural Killer à partir des PBMCs  
4.5.1 Elimination des NK 
 La procédure déjà décrite (paragraphe 4.3 Elimination des NK de la fraction négative 
en monocytes, Matériels et Méthodes) est appliquée en employant 5x108 de PBMCs. 
 
4.5.2 Contrôle de l’élimination des NK 
 Après déplétion, un aliquot des PBMCs, des PBMCs sans NK (PBMC NK-) et des 
NK+ sont analysés par cytométrie en flux (FACS) en utilisant un marquage anti-CD56 
humain-PE (phycoérythrine) (BD Biosciences, Etats-Unis). Les PBMCs sans NK sont 
caractérisés par un phénotype CD56-. 
 
4.5.3 Mise en culture  
 Un million de PBMCs NK- sont déposés par puits d’une plaque 24 puits en milieu 
RPMI-1640 1X  avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM L-Glutamine, 50 µg/ml 
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  Mercaptoéthanol et sont maintenus à 
37°C, sous atmosphère humide à 5% de CO2 pendant 7 jours. 
 
4.6  Lymphocytes B mémoires  
4.6.1 Purification des lymphocytes B mémoires  
  Le lymphocyte B mémoire représente la réponse secondaire en anticorps. Leur 
marqueur spécifique est le CD27. Il est dit qu’ils représentent environ 10% à 15% des 
PBMCs. La technique de séparation cellulaire immunomagnétique (Human CD27 Miltenyi 
Biotech) permet d’isoler les lymphocytes B mémoires à partir des PBMCs par sélection 
positive. Elle est réalisée en utilisant des microbilles magnétiques conjuguées à des anticorps 
monoclonaux anti-CD27 et une colonne de séparation LS (MACS, Miltenyi). 5x108 PBMCs 
sont utilisées pour la sélection des lymphocytes B mémoires. Après centrifugation à 300 g 
pendant 10 minutes à 4°C, les PBMCs culotées sont resuspendues dans 4 ml de tampon 
MACS et incubées avec des 1 ml d’anticorps anti-CD27 (Miltenyi Biotec human CD20 
MicroBeads) à 4°C pendant 15 minutes. Les PBMCs sont lavées dans un volume de tampon 
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MACS 10 à 20 fois supérieur au volume de cellules soit 50 ml, centrifugées à 300 g pendant 
10 minutes à 4°C et diluées dans 2,5 ml de tampon MACS pour être déposées sur colonne. 
Les cellules CD27+  sont capturées par les microbilles via l’anticorps et sont immobilisées sur 
la colonne sous l’action d’un champ magnétique. La colonne est lavée trois fois avec 3 ml de 
tampon MACS, puis, hors champ magnétique, les lymphocytes B mémoires sont élués avec 5 
ml de tampon MACS. Les quantités de lymphocytes B mémoires et des autres types 
cellulaires sont mesurées en cellule de Malassez.   
 
4.6.2 Mise en culture  
 Les lymphocytes B mémoires sont centrifugés à 1500 g 10 minutes à température 
ambiante et resuspendues dans un Transfokit pour immortalisation (paragraphe 6 
Immortalisation, Matériels et Méthodes).  
 
5 Immunisation in vitro  
 L’immunisation in vitro permet de déclencher une réponse immunitaire sur des 
cellules naïves. Notre but a été l’obtention d’anticorps de type IgM et IgG contre diverses 
cibles d’intérêt. Deux cibles nous ont intéressées le peptide N-terminal de la toxine 
botulinique A (TBA-Nter) (2 kDa) et la protéine transactivatrice du virus de 
l’Immunodéficience Humaine de type 1, Tat101 (14 kDa). Différents protocoles 
d’immunisation in vitro contre ces différents antigènes ont été utilisés dans ce travail de thèse, 
toujours dans le but d’optimiser au mieux la réponse immunitaire obtenue. A partir de sang 
humain, les PBMCs ont été isolées comme décrit précédemment (paragraphe 3 Matériels et 
Méthodes) et les différents types cellulaires nécessaires à ces travaux de thèse ont été purifiés 






5.1 Immunisation in vitro contre le peptide N-terminal de la toxine 
botulinique A (BoNT/A): TBA-Nter 
Deux types de protocoles ont été développés :  
- immunisation in vitro sur une coculture  cellules dendritiques/cellules dépourvues de 
monocytes et de NK (Cellules monocytes-/NK-) 
- immunisation in vitro sur un ensemble de PBMCs sans NK dont les monocytes ont été 
maturés en cellules dendritiques. 
La plupart des expériences (sauf exception précisée dans le texte) sont réalisées en milieu 
RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM L-Glutamine, 50 µg/ml 
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 µM  Mercaptoéthanol, que nous 
appellerons milieu de culture. 
 
5.1.1 Coculture Cellules dendritiques/PBMCs dépourvues de monocytes et de 
NK 
Ce type d’immunisation se déroule en plusieurs étapes et sur une période de temps de 15 à 20 
jours.  
 
 A  J0 : Les monocytes purifiés à partir des PBMCs sont mis en culture pendant 6 jours 
avec du GM-CSF 25 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 2,5 µg/ml sont ajoutés dans les puits 
de volume final 1 ml) et de l’IL-4 50 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 5 µg/ml sont ajoutés 
dans les puits de volume final 1 ml), cytokines permettant la maturation des monocytes en 
cellules dendritiques. En parallèle, les cellules monocytes-/NK- sont cultivées pendant 6 jours 
à 37°C, sous atmosphère humide à 5% de CO2.  
 
 A  J6 : 1) Un aliquot de monocytes traités par GM-CSF et par IL-4 est utilisé en 
cytométrie en flux pour évaluer la différenciation des monocytes en cellules dendritiques. Un 
aliquot des cellules monocytes-/NK- est également marqué. Les différents marquages réalisés 
sur ces cellules sont : anti-CD3 humain marqué PE-Cy5, anti-CD11c humain marqué PE, 
anti-CD14PE humain, anti-CD20 humain FITC, anti-CD40 humain FITC, anti-CD80 humain 
FITC, anti-CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FITC et anti-HLADR humain FITC (BD 




  2) La fraction monocytes maturée en cellules dendritiques est activée avec 
l’antigène TBA-Nter : peptide N-terminal de la TBA à 10 µg/ml. Le jour de la stimulation, le 
peptide TBA-Nter, 1 mg lyophilisé, est resuspendu dans un 1 ml de milieu de culture, puis 10 
µl de la solution (soit 10µg) sont ajoutés dans les puits.  
 
  3) Des cytokines et des séquences immunostimulatrices sont ajoutées sur la 
fraction monocytes-/NK-. De IL-2 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml sont 
ajoutés dans les puits de volume final 1 ml), de IL-4 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 
µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, 
Allemagne) et des CpG à 2,5 µg/mL (10 µl d’une solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans 
les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 
3’, Eurogentec, Liège, Belgium). 
 
 A  J7 : Le lendemain de la stimulation, les cellules sont mises en coculture et sont 
mélangées selon le ratio cellule dendritique/PBMCs monocytes-/NK- 1/4.  
Les cellules dendritiques étant adhérentes, la fraction PBMCs monocytes-/NK- est 
homogénéisée et est ajoutée dans les puits contenant les cellules dendritiques.  
 
 A  J10 : Trois jours après la coculture, les cellules mélangées sont restimulées avec 
l’antigène TBA-Nter à 10 µg/ml (10 µl d’une solution mère à 1 mg/ml sont ajoutés dans les 
puits (soit 10 µg/ml)) et IL-2 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml sont ajoutés 
dans les puits de volume final 1 ml), IL-4 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml 
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, 
Allemagne) et CpG à 2,5 µg/mL (10 µl d’une solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans les 
puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’, 
Eurogentec, Liège, Belgium). 
 
 A  J14 : Les surnageants de culture sont prélevés pour doser la présence d’anticorps 
IgM et/ou IgG anti-TBA-Nter selon un ELISA décrit ultérieurement (paragraphe 8.2.2 
Matériels et Méthodes). Un ml de milieu de culture est ajouté dans les puits, maintenus à 




 A  J21 : Les surnageants de cultures sont prélevés et de nouveau dosés pour la 
présence d’anticorps IgM et/ou IgG anti-TBA-Nter par ELISA (paragraphe 8.2 Les dosages 
immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et Méthodes). Les puits sont repris avec 1 ml 
de milieu de culture et maintenus à 37°C, sous atmosphère humide à 5% de CO2. 
 
 
Figure 15. Principe de l’immunisation in vitro par coculture de cellules. 

5.1.2 Utilisation de PBMCs après élimination des cellules « Natural Killer » 
 Ce type d’immunisation se déroule sur une période plus courte que le protocole par 
coculture. En effet, l’ensemble des opérations est effectuée dans un même puits. Le principe 
est de maturer les monocytes présents dans la fraction dépourvue en NK des PBMCs et 
d’initier une réponse immunitaire en ajoutant l’antigène : TBA-Nter, des cytokines et 
séquences immunomodulatrices CpG. 
 
5.1.2.1 Description du protocole  
  A  J0 : Les PBMCs purifiés selon le protocole précédent (paragraphe 3 
Matériels et Méthodes) et déplétées en NK (paragraphe 4 Matériels et Méthodes) sont mises 
eu culture sur plaque 96 puits à raison de 2x106 cellules/puits. Les monocytes présents sont 
maturés par l’ajout de GM-CSF 25 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 2,5 µg/ml sont ajoutés 
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dans les puits de volume final 1 ml) et de l’IL-4 50 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 5 
µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) en présence de IL-2 à 10 ng/ml (10 µl 
d’une solution mère à 1 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml), de IL-4 à 10 
ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) 
(Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Allemagne) et de CpG à 2,5 µg/mL (10 µl d’une 
solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 
5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’, Eurogentec, Liège, Belgium). L’ajout de 10 
µg/ml de l’antigène TBA-Nter (1 mg est resuspendu dans un 1 ml de milieu de culture puis 10 
µl de la solution est ajouté dans les puits pour faire 10 µg)  a pour but de stimuler une réponse 
immunitaire spécifique de ce peptide. Les cellules sont gardées 7 jours à 37°C, sous 
atmosphère humide à 5% de CO2. A J0, les différents marquages réalisés précedemment sont 
réalisés (anti-CD3 humain marqué PE-Cy5, anti-CD11c humain marqué PE, anti-CD14PE 
humain, anti-CD20 humain FITC, anti-CD40 humain FITC, anti-CD80 humain FITC, anti-
CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FITC et anti-HLADR humain FITC (BD 
Biosciences, Etats Unis) (paragraphe 5 Cytométrie en flux, Matériels et Méthodes)).   
 
 A  J3 : Trois jours après la première stimulation, les cellules sont restimulées avec 
l’antigène TBA-Nter à 10 µg/ml (10 µl d’une solution mère à 1 mg/ml sont ajoutés dans les 
puits (soit 10 µg/ml)) et de IL-2 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml sont ajoutés 
dans les puits de volume final 1 ml), de IL-4 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution mère à 1 µg/ml 
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, 
Allemagne) et des CpG à 2,5 µg/mL (10 µl d’une solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans 
les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 
3’, Eurogentec, Liège, Belgium).  
 
 A  J7 : Quatre jours après la seconde stimulation, les surnageants de cultures sont 
prélevés pour doser la présence d’anticorps IgM et IgG anti-TBA-Nter selon l’ELISA décrit 
plus loin (paragraphe 8.2 Les dosages immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et 
Méthodes). Un ml de milieu de culture est ajouté dans les puits et maintenus à 37°C, sous 
atmosphère humide à 5% de CO2. A J7, les différents marquages réalisés précedemment sont 
réalisés (anti-CD3 humain marqué PE-Cy5, anti-CD11c humain marqué PE, anti-CD14PE 
humain, anti-CD20 humain FITC, anti-CD40 humain FITC, anti-CD80 humain FITC, anti-
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CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FITC et anti-HLADR humain FITC (BD 
Biosciences, Etats Unis) (paragraphe 5 Cytométrie en flux, Matériels et Méthodes)).   
 
5.1.2.2 Cinétique de dosage  
 Afin d’étudier l’apparition des IgGs caractéristiques de la réponse secondaire, des 
boosts ou des re-stimulations par l’antigène TBA-Nter à 10 µg/ml (10 µl d’une solution mère 
à 1 mg/ml sont ajoutés dans les puits (soit 10 µg/ml)) et IL-2 à 10 ng/ml (10 µl d’une solution 
mère à 1 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml), IL-4 à 10 ng/ml (10 µl d’une 
solution mère à 1 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (Miltenyi Biotec 
Bergisch Gladbach, Allemagne) et CpG à 2,5 µg/mL (10 µl d’une solution mère à 250 µg/ml 
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5’- 
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’, Eurogentec, Liège, Belgium) ont été effectués à 
J3 et J7.  
Les surnageants de cultures ont été prélevés à J12 pour dosage d’anticorps IgM et IgG anti-
TBA-Nter selon un ELISA décrit dans la suite (paragraphe 8.2 Les dosages immunologiques 









5.2 Immunisation in vitro contre la protéine Tat101 du virus 
 VIH-1  
 Pour procéder à l’immunisation in vitro par Tat101, différents types cellulaires ont été 
utilisés : PBMCs totaux, des PBMCs sans NK et des lymphocytes B purifiés (paragraphes 3, 4 
Matériels et Méthodes). Différentes formes de Tat101 et différentes protéines de fusion 
réalisées avec Tat101 ont été testées comme immunogène. Tat est connu comme étant une 
molécule autoadjuvante chez la souris (Kittiworakarn et al., 2006). D’autre part, in vivo chez 
la souris, il a été décrit que l’injection d’une protéine de fusion associant Tat101 et le domaine 
ZZ de Staphyloccocus aureus qui permet d’augmenter l’immunogénicité des molécules 
(Léonetti et al., 1998), à des effets stimulants sur la production d’IgGs (Gadzinski et al., 2012; 
Léonetti et al., 2010). La protéine de fusion ZZTat101 a été testée dans notre système 
d’immunisation in vitro pour évaluer sa capacité à activer la réponse immunitaire sur des 
cellules humaines. 
 Nous avons déposé 1x106 cellules/puits dans une plaque de 24 puits en milieu de 
culture 
Le protocole d’immunisation in vitro suivant a été utilisé :  
- Une immunisation in vitro en présence de ZZTat101 et de chacun de ses dérivés ZZ et 
Tat101 ou un mélange ZZ + Tat101 sur des PBMCs, PBMCs NK- et des lymphocytes 
B purifiés.  
Le même protocole a été utilisé pour diverses formes de ZZTat101 : ZZTat22-57C(22-
37)S et ZZTat22-57, ZZTat101Ø.  

5.2.1 Rôle des composants de ZZTat101 : immunisation in vitro par 
ZZTat101, ZZ et Tat101  

 A  J0 : Des PBMCs, des PBMCs NK- et des lymphocytes B purifiés ont été stimulés 
soit par 10 µg de ZZTat101 (200 µg de ZZTat101 lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de 
milieu de culture et 50 µl de cette solution sont déposés dans les puits), par ZZ (3,2 mg de ZZ  
lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml d’eau MilliQ et 3,2 µl de cette solution sont déposés 
dans les puits), par Tat101 (100 µg de Tat lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de milieu de 
culture,et 100 µl de cette solution sont déposés dans les puits) ou soit par une coculture ZZ + 
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Tat101 (5 µg correspondant à 1,6 µl de la solution précédente à 3,2 mg/ml de ZZ + 5 µg 
correspondant à 50 µl de la solution précédente de Tat101 à 100 µg/ml).  
 
 A  J3 : Les cellules sont restimulées par 5 µg ou 10 µg de chacun des composants à 
partir des solutions utilisées à J0.   
 
 A  J7 : Les surnageants de cultures sont prélevés pour doser la présence d’anticorps 
IgM et IgG anti-Tat selon un ELISA décrit dans le paragraphe 8.4, Les dosages 
immunologiques des anticorps anti-Tat, Matériels et Méthodes. Les puits sont complétés avec 
1 ml de milieu de culture et maintenus à 37°C, sous atmosphère humide à 5% de CO2. 
 
5.2.2 Mécanisme d’action de ZZTat101 : immunisation in vitro par 
ZZTat101 et plusieurs formes mutantes  

  A  J0 : Des PBMCs, des PBMCs NK- et des lymphocytes B purifiés ont été stimulés 
par soit 10 µg de ZZTat101 (125 µg de Tat lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de milieu 
de culture et 80 µl de cette solution sont déposés dans les puits), 10 µg de ZZTat22-57C(22-37)S 
(100 µg de lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de milieu de culture, et 100 µl de cette 
solution sont déposés dans les puits), 10 µg de ZZTat22-57 (100 µg de ZZTat22-57 
lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de milieu de culture et 100 µl de cette solution sont 
déposés dans les puits) ou soit 10 µg de ZZTat101Ø (100 µg de ZZTat101Ø lyophilisés sont 
resuspendus dans 1 ml de milieu de culture et 100 µl de cette solution sont déposés dans les 
puits).  
 
 A  J3 : Les cellules sont restimulées par 10 µg de chacun des composants à partir des 
solutions utilisées à J0. 
   
 A  J7 : Les surnageants de cultures sont prélevés pour doser la présence d’anticorps 
IgM et IgG anti-Tat selon un ELISA décrit dans la suite (paragraphe 8.4, Les dosages 
immunologiques des anticorps anti-Tat, Matériels et Méthodes). Les puits sont complétés par 




5.3 Cytométrie en flux  
5.3.1 Tampon utilisé 
 L’ensemble des réactifs, cellules et anticorps sont dilués en PBS (PBS: Phosphate 
Buffer Saline: 10 mM de phosphate de potassium pH 7.4 et 150 mM de chlorure de sodium) 
supplémenté avec 1 % d’albumine sérique bovine (BSA). 
 
5.3.2 Principe  
 La cytométrie en flux est une technique qui permet d’étudier simultanément 
différentes caractéristiques physiques et biologiques de cellules isolées dans un flux liquide. 
Les cellules, alignées les unes derrière les autres, défilent à grande vitesse devant un faisceau 
laser. Chaque cellule va diffracter la lumière soit dans l’axe du laser (le capteur correspondant 
est le FSC forward scatter) soit à 90° de l’incidence du laser (le capteur est le SSC side 
scatter). Ces deux signaux nous donnent respectivement des informations sur la taille et la 
structure (granulosité) de chacune des cellules. Le laser permet également d’exciter des 
fluorophores présents sur la cellule tels que FITC ou PE excitables à la même longueur 
d’onde mais qui émettent à des longueurs d’ondes différentes. Les signaux mesurés, sont 
visualisés, après traitement informatique, sous forme de graphiques bidimensionnels (nuages 
de points). Pour ces études le cytomètre trois couleurs Guava (Millipore, Billerica, 
Massachussets, United States) a été utilisé.  
 
5.3.3 Marquage  
 Les marquages sont réalisés à J0 (le jour de la purification des cellules) pour évaluer la 
pureté des cellules obtenus après purification, sélection ou élimination et à J7 (7 jours après 
immunisation in vitro) pour évaluer la différenciation des cellules reflétant l’activation de la 
réponse immunitaire. Les anticorps utilisés sont des marqueurs membranaires spécifiques de 
chaque type de cellules utilisés lors de l’immunisation in vitro.  
Sur une plaque 96 puits, 100 000 cellules/puits sont marquées avec différents anticorps 
couplés à un fluorophore (BD Biosciences, Etats-Unis) pendant 35 min à 4°C à l’obscurité. 
L’ensemble des anticorps marqués utilisés sont présentés dans le tableau ci-après (Tableau 2). 
Après centrifugation à 1500 rpm pendant 10 minutes à 4°C, le milieu contenant les anticorps 
marqués est éliminé et les cellules sont lavées avec  100 µl de PBS supplémenté avec 1 % 
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d’albumine sérique bovine (BSA). Les cellules sont fixées à température ambiante à 
l’obscurité avec 4% paraformaldéhyde (4% PFA) pendant 15 minutes. Après centrifugation à 
1500 rpm à 4°C, le milieu contenant le paraformaldéhyde est éliminé et les cellules sont 
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6 Immortalisation  
6.1 Production des virus Epstein-Barr (EBV) 
  Les virus Epstein-Barr (EBV) sont produits par la lignée cellulaire B95-
8ATCC (souche sauvage de Marmouset). Les B95-8 sont une lignée de lymphocytes B de 
singe Marmouset transformés par le virus Epstein-Barr (EBV). Les B95-8 sont capables de 
libérer le virus EBV dans le milieu de culture. Après centrifugation, le surnageant de culture 
est récupéré et utilisé pour transformer ou immortaliser des lymphocytes B humains. Les 
cellules B95-8 sont mises en culture en milieu RPMI 1640 1X supplémenté avec 15% SVF, 
1% Antimycotique + 2% L-Glutamine dans des flasques 25 cm2 en position debout à 37°C et 
avec une atmosphère en C02 à 5%. Plusieurs passages des cellules sont effectués jusqu’à 
atteindre 50 à 200 ml à 2x106 cellules/ml. A partir de là, les cellules sont mises en culture 
dans un milieu appauvri en SVF, en milieu RPMI 1640 1X supplémenté avec 5% SVF, 1% 
Antimycotique + 2% L-Glutamine dans des flasques 25 cm2 en position debout à 37°C et avec 
une atmosphère en C02 à 5% pendant 11-13 jours. La viabilité cellulaire chute et le virus est 
libéré dans le milieu de culture. Au 13ième jour, les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 
tr/min à température ambiante. Les surnageants de culture contenant les virus sont récupérés 
et filtrés sur filtre MILLEX 1,2 µm. Les surnageants de culture sont répartis dans des 
cryotubes selon le mélange suivant : 1 ml de surnageant de culture + 2 ml milieu culture 
RPMI1640 1X 15% SVF+1% Antimycotique + 2% L-Glutamine + 1 ml Cyclosporine à la 
concentration 2,5 µg/ml. Les cryotubes (volume final de 4 ml) sont ensuite congelés à -80°C. 
Ces cryotubes contenant 4 ml de virus seront appelés pour la suite des Transfokits. Au 
moment de leur utilisation, les Transfokits sont décongelés suivant le protocole précédent de 
décongélation (paragraphe 2.3.2 Décongélation, Matériels et Méthodes).  
 
6.2 Test qualité des Transfokits utilisés 
 L’efficacité des virus EBV produits sous forme de Transfokits est évaluée sur des 
PBMCs. Le virus EBV est un virus permettant d’infecter ou d’immortaliser spécifiquement 
les lymphocytes sanguins (Lymphocytes B ou T). Les Transfokits produits permettent 
d’infecter 3 à 4 millions de cellules. Afin de tester la qualité des Transfokits produits, une 
infection des PBMC est réalisée. 4 millions de PBMCs (paragraphe 3 Purification PBMCs 
Matériels et Méthodes) sont resuspendues dans un Transfokit. 100 µl du mélange sont 
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distribués dans chaque puits d’une plaque 96 puits contenant des PBMCs irradiées servant de 
cellules nourricières, à 37°C et avec une atmosphère en C02 à 5%.  Des CpG à 2,5 µg/ml (10 
µl d’une solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans les puits de volume final 1 ml) (CpG 
ODN 2006 5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’, Eurogentec, Liège, Belgium) sont 
ajoutés dans chaque puits. La plaque 96 puits est cultivée en position oblique pour favoriser le 
contact entre les cellules. La culture est examinée à partir du 8ième jour après l’infection. A 
cette date, les PBMCs infectées par les EBV du Transfokit doivent former des grappes de 
cellules à spicules.   
 
6.3 Immortalisation des cellules par les virus EBV (Transfokit) 
 4 millions de lymphocytes B mémoires purifiés CD27+ ou 4 millions de cellules 
issues d’immunisation in vitro par la TBA-Nter sont resuspendues dans un Transfokit. 100 µl 
du mélange sont distribués dans chaque puits d’une plaque 96 puits contenant des PBMCs 
irradiés servant de cellules nourricières, à 37°C et avec une atmosphère en C02 à 5%.  Des 
CpG, 10 µl à 2,5 µg/ml (10 µl d’une solution mère à 250 µg/ml sont ajoutés dans les puits de 
volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’, 
Eurogentec, Liège, Belgium) sont ajoutés dans chaque puits (solution mère à 1 mg/ml, 
dilution 1/400 dans RPMI 1640 1 X). La plaque 96 puits est incubée en position oblique. La 
culture est examinée à partir du 8ième jour après l’infection. A cette date, les cellules 
immortalisées sont sous forme de grappes de cellules à spicules. 
 
6.4 Culture des lignées immortalisées  
 Les lignées cellulaires immortalisées obtenues sont mises en expansion en milieu de 
culture RPMI1640 1X 15% SVF + 1% Antibiotique Pénicilline/Streptomycine + 2% L-
Glutamine en plaque de 24 puits, puis en plaques de 6 puits enfin en boite de Pétri avant 





7 Fusion  
7.1 Les préparations préliminaires à la fusion 
7.1.1 Préparation des cellules nourricières 
 La fusion cellulaire et l’obtention des hybridomes sécréteurs d’anticorps pour être 
efficaces nécessitent la présence de cellules nourricières. Les cellules nourricières sont 
obtenues par irradiation de PBMCs puis déposées sur les microplaques 96 puits à 5x104 
cellules/puits en milieu de culture sélectif utilisé pour la fusion. Après quelques jours, elles 
forment une monocouche au fond des puits qui accueilleront les cellules après la fusion. Ces 
cellules nourricières irradiées produisent des cytokines et des éléments nutritifs pour la survie 
des hybridomes après fusion. Les PBMCs sont obtenues selon le protocole de purification et 
de récupération à partir des poches de sang (paragraphe 3 Purification PBMCs, Matériels et 
Méthodes). Les cellules sont comptées puis irradiées à 2 gray/min pendant 17 min 30 
(générateur X  FAXITRON (référence 43855D)). Les cellules sont lavées et congelées à -196 
°C à 1.107 cellules/ampoule avant leur utilisation. Au moment de leur utilisation, les cellules 
irradiées sont décongelées suivant le protocole précédent de décongélation et déposées sur 
microplaques 96 puits à 5x104 cellules/puits.   
 
7.2 Obtention d’hybridomes sécrétant les anticorps spécifiques à 
partir des cellules immortalisées par EBV 
 Les cellules immortalisées sont fusionnées avec divers partenaires myélomateux : 
myélomes murins NS1, SP2/O-Ag14 et X63 Ag8.653 et un hétéromyélome humain/murin 
(HM) pour obtenir des hybridomes sécréteurs d’anticorps. Les cellules immortalisées sont 
lavées par une centrifugation à 1500 rpm à température ambiante puis mélangées à des 
cellules de myélome murin (lignée de cellules tumorales NS1, SP2/O-Ag14 et X63 Ag8.653) 
ou à des cellules d’hétéromyélome humain/murin HM dans des proportions 5 :1 ou 2 :1 
respectivement. Après centrifugation et élimination du surnageant, le culot cellulaire est remis 
en suspension dans 1 ml de polyéthylène glycol à 50% (PEG 400, agent permettant la fusion 
membranaire, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) ajouté goutte à goutte. Les cellules sont lavées 
et reprises en milieu sélectif HAT (Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine, Sigma Aldrich, 
St. Louis, MO) contenant 5 µM ouabaïne (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Les cellules issues 
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de la fusion sont alors réparties en microplaques 96 puits de culture contenant une 
monocouche de PBMCs irradiées et incubées à 37°C, 7 % CO2. Le milieu sélectif HAT 
(Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine) permet d’éliminer les cellules de myélome et 
l’ouabaïne est une drogue permettant l’inhibition de la pompe Na/K ATPase des cellules 
immortalisées par EBV conduisant ainsi à leur mort cellulaire. Dans ces conditions, seules les 
cellules hybrides (hybridomes) ayant les caractéristiques des deux cellules mères (cellules 
immortalisées sécrétant l’anticorps d’intérêt et capacité de cellule tumorale à se diviser 
perpétuellement) sont aptes à proliférer. Après 10 jours de culture la présence d’hybridomes 
est évaluée en microscopie et la présence d’anticorps dans le surnageant est détecté à l’aide 
d’un test immunologique spécifique pour chaque cible (paragraphe suivant, paragraphe 8 Les 
dosages immunologiques, Matériels et Méthodes).  
Les hybridomes, sécréteurs d’anticorps spécifiques pour leur antigène, sont clonés par la 
méthode de « dilution limite » de façon à obtenir une population identique de cellules 
sécrétant le même anticorps. Cette technique consiste à diluer les hybridomes en microplaque 
de culture de façon à obtenir statistiquement 1 cellule tous les 20 puits. Différents clonages à 
différentes concentrations 100, 50, 10 et 1 cellules/ml sont testés. Après dix jours de culture, 
la présence d’anticorps est détectée comme écrit précédemment et les clones d’intérêts sont 
cultivés jusqu’à ce qu’ils atteignent une concentration de 107 cellules/ml. Les cellules sont 
ensuite congelées en présence de DMSO dans l’azote liquide. 
 
7.3 Obtention des hybridomes sécrétant les anticorps spécifiques à 
partir de lymphocytes B sanguins  
 Les lymphocytes B (LB) sanguins sont purifiés à partir des PBMCs totaux issus de 
sang de donneurs (EFS Rungis, France). Les PBMCs sont purifiés comme décrit 
précédemment (paragraphe 3 Matériels et Méthodes). Les cellules LB sont extraites des 
PBMCs totaux par une sélection positive sur billes magnétiques CD20 humain (paragraphe 
4.4.1 Purification lymphocytes B, Matériels et Méthodes). Les lymphocytes B sont lavés puis 
mélangés à des cellules d’hétéromyélome HM en employant des rapports (5 :1 ou  2 :1, 
lymphocytes B : myélome). Après centrifugation et élimination du surnageant, le culot 
cellulaire est remis en suspension dans 1 ml de polyéthylène glycol 50% (PEG 400, agent 
permettant la fusion membranaire, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) ajouté goutte à goutte. Les 
cellules sont lavées et reprises en milieu sélectif HAT (Hypoxanthine Aminoptérine 
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Thymidine). Les cellules issues de la fusion sont alors réparties en microplaques 96 puits de 
culture contenant des PBMCs irradiées et incubées à 37°C, 7 % CO2. Dans ces conditions, 
seules les cellules hybrides (hybridomes) ayant les caractéristiques des deux cellules mères 
sont aptes à proliférer. Après 10 jours de culture la présence d’hybridomes est évaluée en 
microscopie.  
 
7.4 Obtention des hybridomes sécrétant les anticorps spécifiques à 
partir des cellules issus de l’immunisation in vitro 
 Après 7 jours d’immunisation in vitro, les cellules contenues dans les puits positifs, 
sécrétrices d’anticorps contre la cible choisie (TBA-Nter, Tat101) (1 ou 2 puits) sont 
fusionnées avec l’hétéromyélome humain/murin HM. Les cellules sont lavées puis mélangées 
à des cellules d’hétéromyélome HM en employant un rapport 2 :1, cellules immunisées : 
myélome. Après centrifugation et élimination du surnageant, le culot cellulaire est remis en 
suspension dans 1 ml de polyéthylène glycol 50 % (PEG 400, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 
ajouté goutte à goutte. Les cellules sont lavées et reprises en milieu sélectif HAT 
(Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine). Les cellules issues de la fusion sont alors réparties 
en microplaques 96 puits contenant des PBMCs irradiées et incubées à 37°C, 7 % CO2. Après 
10 jours de culture la présence d’hybridomes est évaluée en microscopie et la présence 
d’anticorps spécifiques contre la cible d’intérêt (TBA ou Tat101) est recherchée par un dosage 
immunoenzymatique spécifique (paragraphe suivant, paragraphe 8 Les dosages 
immunologiques, Matériels et Méthodes). 
Les hybridomes, sécréteurs d’anticorps spécifiques pour leur antigène, sont clonés par la 
méthode de « dilution limite » avant congélation (paragraphe 7.2, Matériels et Méthodes). 
 
8 Les dosages immunologiques 
8.1 Les préparations préliminaires au dosage 
8.1.1 Les tampons utilisés 
Pour tous les tests immunologiques, les anticorps, les réactifs et les échantillons sont dilués en 
tampon EIA composé de tampon phosphate 0.1 M pH 7.4 contenant 0.15 M NaCl, 0.1% BSA 
et 0.01% d’azide de sodium.  
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Les plaques sont lavées trois fois en tampon de lavage, tampon composé de tampon phosphate 
0.01 M pH 7.4 contenant 0.05% de Tween 20. 
 
8.1.2 Anticorps utilisés 
 - Pour doser les anticorps IgM humain, un anticorps de lapin anti-IgM humain à 1,1 
µg/ml (Jackson ImmunoResearch) est utilisé. Pour obtenir un signal proportionnel à la 
quantité d’IgM humain, un anticorps secondaire de souris anti-Immunoglobulines de lapin 
marqué à l’acétylcholinestérase (AChE) est utilisé à la concentration de 2,5 UE/ml. 
 - Pour doser les anticorps IgG humain, un anticorps de souris anti-IgG humain 
(Meridian Life Science) couplé à l’AChE (G4) est utilisé. 
  
8.1.3 Préparation des traceurs couplés à l’AChE 
 L’acétycholinestérase (AChE, EC 3.1.1.7), a été extraite des organes électriques des 
anguilles Electrophorus electricus, et purifiée selon le protocole précédemment décrit (Grassi 
et al., 1989). Les anticorps utilisés comme l’anticorps de souris anti-Immunoglobulines de 
lapin (SAL-AChE) ou l’ anticorps de souris anti-IgG humain sont couplés à l’AChE sous sa 
forme tétramérique globulaire (appelée G4 et obtenue après trypsinolyse), grâce au réactif 
hétérobifonctionnel N-succinimidyl-4-(N-maleimidométhyl)-cyclohexane-1-carboxylate 
(SMCC) selon le protocole précédemment décrit (Grassi et al., 1989). 
 
8.1.4 Mesure de l’activité AChE 
 L’activité de l’AChE est mesurée en utilisant la méthode d’Ellman (Grassi et al., 
1989). La solution utilisée pour cette mesure (dénommée au sein du laboratoire « réactif 
d’Ellman ») comprend un mélange d’iodure d’acétylthiocholine 7.5.10-4 M (substrat de 
l’enzyme) et de l’acide dithio-bis-nitrobenzoïque à 2.5 10-4 M (DTNB oxydé) contenu dans 
du tampon phosphate 0.1 M pH 7.4. L’enzyme hydrolyse l’acétylthiocholine qui conduit à la 
formation de thiocholine, dont le thiol réduit ensuite le DTNB. Le DTNB ainsi réduit absorbe 
fortement dans le visible ( max 414 nm) et produit une coloration jaune. L’activité 
enzymatique est exprimée en Unité Ellman (UE), 1 UE étant définie comme la quantité 
d’enzyme induisant une augmentation de l’absorbance d’une unité pendant 1 min dans 1 ml 




8.1.5 Adsorption passive sur plaques de microtitration 
 Les protéines et peptides (Ag: peptide TBA-Nter, Tat101, peptides Tat (P1, P10, P15, 
P16, P18) ou Neutravidine) sont adsorbés passivement dans les plaques de microtitration 96 
puits Maxisorb (Nunc, Danemark) après dilution dans du tampon phosphate 50 mM pH 7.4 de 
façon à obtenir entre 0.1 µg et 0.5 µg de protéines par puits (100 µl/puits). Après 18 h de 
réaction à température ambiante, les puits sont lavés et saturés avec 300 µl de tampon EIA 
pendant 18 h à 4°C ou 3 h à température ambiante. Toutes les plaques sont ensuite conservées 
à 4°C.   
 
8.1.6 Couplage de protéines à la biotine 
 Plusieurs molécules, SEB, peptide TBA-Nter et ZZTat101 sont couplées à la biotine 
pour être utilisés comme traceur dans des tests immunoenzymatiques. Ces protéines sont 
mélangées à l’ester de biotine-N-hydroxysuccinimide (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) dissous 
en DMF anhydre, dans un rapport molaire de 1 :3 pour la SEB, 1:20 pour le peptide TBA-
Nter, 1 :4,5 pour ZZTat101 en tampon borate 0.1 M pH 9 (400 µl final). Après 30 min 
d’incubation à température ambiante, 100 µl de tampon Tris-HCl 1M pH 8 est ajouté pour 
réagir 1 h à température ambiante. Finalement du tampon EIA est ajouté à la préparation pour 
atteindre une concentration de 100 µg/ml, et des aliquots sont congelés à -20°C jusqu’à leur 
utilisation. 
 
8.2 Les dosages immunologiques utilisant la BoNT/A 
8.2.1 Dosage ELISA des plasmas de donneurs de sang  
 Les échantillons de plasma dilués (50 µl/puits) sont incubés 18 h à 4°C dans les puits 
d’une plaque de microtitration préalablement revêtus de peptide N-terminal de la BoNT/A 
(0,1 µg/puits) en présence ou non du même peptide à 25 µg/ml (50 µl/puits). Après lavage, 
100 µl de traceur soit l’anti-IgM humain à 1,1 µg/ml pour la détection des IgMs ou l’anti-
IgGhumain marqué à l’AchE à 2,5 UE/ml pour la détection des IgGs sont ajoutés dans les 
plaques pour une réaction de 18 h à 4°C.  
Pour la détection des IgMs, après lavage, 100 µl de SAL (souris anti-lapin) couplée à l’AChE 
(2,5 UE/ml) sont ajoutés dans chaque puits et incubés pour 3 h de réaction à température 
ambiante ou 18h à 4°C.  
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Les plaques sont ensuite lavées et 200 µl/puits du réactif d’Ellman sont ajoutés. L’absorbance 
à 414 nm est alors mesurée après 1h, 2h, 4h de réaction à température ambiante. 
Pour la détection des IgGs, les plaques sont lavées et 200 µl/puits du réactif d’Ellman sont 
ajoutés. L’absorbance à 414 nm est alors mesurée après 1h, 2h, 4h d’incubation à température 
ambiante. 
 
8.2.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans les surnageants de 
culture des immunisations in vitro et des hybridomes 
 50 µl de surnageants de culture pur ou dilué au 1/10 sont transférés dans une plaque de 
microtitration 96 puits revêtue avec l’antigène Fc-TBA (peptide N-terminal, TBA-Nter) (0,1 
µg/puits) 18 h à 4°C. Le protocole d’analyse des réponses IgM ou IgG est identique à celui 
décrit dans le paragraphe 8.2.1, Matériels et Méthodes. 
. 
8.3 Les dosages immunologiques utilisant la SEB  
8.3.1 Dosage des IgGs anti-SEB dans les plasmas   
 50 µl de SEB-biot à 0,5 µg/ml sont ajoutés dans les plaques dont la paroi des puits a 
été préalablement revêtue de neutravidine (5µg/ml 100µl/puits). Après 18h de réaction à 4°C, 
les plaques sont lavées et 50µl (en duplicat) de plasma à différentes dilutions sont déposés 
dans les puits. Après lavage, 50µl de traceur anti-IgG-G4 (2.5 UE/ml) sont ajoutés. Après 3 h 
de réaction à température ambiante ou 18h à 4°C, les plaques sont lavées et 200 µl/puits du 
réactif d’Ellman sont déposés dans les puits. L’absorbance à 414 nm est alors mesurée après 1 
h, 2 h, 4 h d’incubation à température ambiante. 
 
8.3.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans les surnageants de 
culture des immortalisations et des hybridomes 
 Le protocole expérimental appliqué à 50µl de surnageant de culture est identique au 




8.4 Les dosages immunologiques des anticorps anti-Tat101 
Tous les dosages sont réalisés en présence et ou en absence de la protéine Tat ou de ces 5 
peptides en compétition. 
 
8.4.1 Dosage ELISA des plasmas de donneurs de sang  
 Les échantillons de plasma dilués (50 µl/puits) sont incubés 18 h à 4°C en plaque de 
microtitration préalablement revêtue de Tat ou des 5 peptides décris paragraphe 1.3.1 Tat et 
peptides Tat, Matériels et Méthodes (0,1 µg/puits). Pour chaque dilution, l’incubation est 
réalisée en présence ou non (tampon EIA seul) de la molécule qui a été adsorbée en solution à 
2 µg/ml (50 µl/puits). Le protocole d’analyse des réponses IgM ou IgG est identique à celui 
décrit dans le paragraphe précédent 8.2.1, Matériels et Méthodes. 
 
8.4.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans les surnageants de 
culture des immunisations in vitro et des hybridomes  
 Les surnageants de culture dilués ou non (50 µl/puits) sont incubés 18 h à 4°C en 
plaque de microtitration préalablement revêtue de Tat ou des 5 peptides décris paragraphe 
précédent 1.3.1 (0,1 µg/puits). Pour chaque dilution l’incubation est réalisée en présence ou 
non (tampon EIA seul) de la molécule qui a été adsorbée en solution à 2 µg/ml (50 µl/puits). 
Le protocole d’analyse des réponses IgM ou IgG est identique à celui décrit dans le 
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 Dans la première partie de ma thèse, nous avons décidé de produire des anticorps 
monoclonaux humains à partir de lymphocytes B humains de donneurs infectés ou vaccinés. 
Nous avons choisi de produire des anticorps contre l’entérotoxine B de Staphyloccocus 
aureus. Pour cela, nous avons isolés des lymphocytes B mémoires à partir de sang contenant 
des IgGs spécifiques de l’entérotoxine B de Staphyloccocus aureus. Ces lymphocytes B 
mémoires ont été par la suite immortalisés en utilisant le virus Epstein-Barr. Cette 
immortalisation a été suivie ou non d’une fusion avec un partenaire myélomateux. Dans un 
premier temps, la méthodologie d’obtention des Acs humains par immortalisation grâce au 
virus Epstein-Barr sera détaillée. Dans une seconde section, quelques éléments à propos de 
l’entérotoxine B de Staphyloccocus aureus et de la nécessité de produire des Acs humains 
dirigés contre cette toxine seront donnés avant de présenter et de discuter les résultats 
obtenus.   

1 Production d’anticorps par les lymphocytes B humains 
Les lymphocytes B humains sécréteurs d’Acs ont une durée de vie courte (environ 5 
jours). Comme dans la technique des hybridomes murins, pour stabiliser la production en Ac, 
une immortalisation est nécessaire. Dans les années 1970, des essais ont porté sur les 
possibilités d’immortaliser c’est-à-dire de fusionner des lymphocytes B humains avec un 
partenaire cellulaire myélomateux (Schwaber and Cohen, 1973). Fusionner avec un myélome 
et stabiliser les hybridomes humains s’est avéré très difficile. De plus, peu de myélomes 
humains ont été disponibles et adaptés à la fusion des lymphocytes B humains à ce moment 
(Kozbor et al., 1983). Par conséquent, d’autres approches d’immortalisation ont été testées.  
Le virus d’Epstein-Barr (EBV) a été utilisé par de nombreux groupes comme agent 
d’immortalisation (Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004). 
 
1.1 Le virus d’Epstein-Barr  
Le virus Epstein-Barr, aussi appelé EBV ou virus de l’herpès 4 (HHV-4) est un virus 
appartenant à la famille des Herpesviridae. Le virus Epstein-Barr cause plusieurs maladies 
dans le monde dont la mononucléose infectieuse et le lymphome de Burkitt. Il existe deux 
types de virus EBV : EBV-1 et EBV-2.  
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Le virus Epstein-Barr a pour réservoir l’Homme. Son cycle viral est composé de phase de 
réplication et de phase de latence. Les cellules cibles du virus sont les lymphocytes B 
humains. En effet, l’antigène CD21 spécifiquement présent sur les lymphocytes B humains 
est la porte d’entrée du virus dans les cellules. Après pénétration dans les lymphocytes B, le 
virus grâce à ses nombreux gènes (environ 100) et ses diverses protéines va se répliquer et se 
mettre en phase de latence (qui peut durer très longtemps s’il n’y a pas eu réactivation du 
virus). Cette propriété d’infecter spécifiquement les lymphocytes B humains avec le virus 
EBV pour permettre leur expansion permanente clonale a été utilisé pour produire des Acs 
humains in vitro en absence d’antigène. Des premiers travaux, dans le laboratoire de Danuta 
Kozbor en 1981, ont permis de produire des anticorps spécifiques de la toxine tétanique à 
partir de lymphocytes B humains immortalisés avec le virus EBV (Kozbor and Roder, 1981). 
L’inconvénient majeur de la technique d’immortalisation réside dans le faible rendement de 
l’étape d’immortalisation et dans la difficulté à stabiliser les lymphocytes B immortalisés. 
Danuta Kozbor proposa d’examiner la possibilité de fusionner les lymphocytes B 
immortalisés avec des partenaires myélomateux murins ou humains (Kozbor et al., 1982a). 
Ses travaux couplant l’immortalisation et la fusion furent repris en 1984, pour produire des 
anticorps anti-CMV et anti-TT (Emanuel et al., 1984; Kozbor and Roder, 1981; Kozbor et al., 
1982b). L’utilisation des lymphocytes B humains permet de disposer a priori de l’ensemble 
du répertoire immunologique. Cependant l’obtention d’anticorps monoclonaux spécifiques 
d’un antigène est grandement favorisée lorsque les lymphocytes B proviennent d’individus 
immunisés. Ainsi, l’utilisation des lymphocytes B mémoires et de l’immortalisation a permis 
de générer de nombreux anticorps monoclonaux humains.  

1.2 Les lymphocytes B mémoires  
Les lymphocytes B mémoires dérivent des lymphocytes B. Après reconnaissance des 
antigènes par les lymphocytes B (lors de la réponse immunitaire primaire), certains 
lymphocytes B se différencient en lymphocytes B mémoires et d’autres en plasmocytes, 
sécréteurs d’anticorps. Les lymphocytes B mémoires ont pour rôle de mémoriser les 
propriétés de l'antigène les ayant activés, afin de créer une réponse immunitaire plus rapide, 
plus longue, plus intense et plus spécifique dans le cas d'une seconde infection par ce même 
antigène (réponse immunitaire secondaire). De plus, les lymphocytes B mémoires ont une 
durée de vie beaucoup plus longue que les plasmocytes. Les lymphocytes B mémoires sont 
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des cellules présentes dans les organes lymphoïdes secondaires. Produire des anticorps à 
partir de ce type cellulaire représente une avancée considérable. Récemment, le laboratoire de 
Antonio Lanzavecchia en Suisse s’est intéressé à produire des anticorps humains à partir de 
lymphocytes B mémoires spécifiques du coronavirus SRAS. A partir de prélèvement de sang 
d’un patient ayant survécu à l’épidémie du coronavirus SRAS en 2004, les lymphocytes B 
mémoires sécréteurs d’IgGs spécifiques du SRAS de ce donneur ont été sélectionnés par un 
système de billes magnétiques et immortalisés avec le virus Epstein-Barr. Après clonage par 
dilution limite des lymphocytes B ainsi immortalisés, des IgGs monoclonales, spécifiques du 
SRAS ont été isolées (Traggiai et al., 2004). De même des anticorps anti-H1N1 et des 
anticorps anti-HIV ont été obtenus suivant la même stratégie (Buchacher et al., 1994; 
Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004; Yu et al., 2008). 
 
Figure 17. Production d’anticorps  humains à partir de patients infectés.  
La méthode permettant l’obtention d’anticorps humains passe par l’immortalisation de lymphocytes B mémoires 
issus d’individus exposés à l’antigène. Les LB mémoires sont isolés à partir des leucocytes du sang périphérique, 
puis immortalisés à l’aide du virus Epstein-Barr (EBV) en présence de CpGs ODN 2006. Les cellules 
transformées sécrétant des anticorps sont ensuite sélectionnées et isolées par dilutions limites, ce qui conduit à la 
production d’anticorps monoclonaux totalement humains. Extrait de (Marasco and Sui, 2007). 
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Lanzavecchia a proposé de cultiver les lymphocytes immortalisés en présence 
d’oligonucléotides CpG ODN 2006 pour pallier les éventuels problèmes de rendement ou de 
stabilité décrits précédemment dans la littérature. L’ajout des CpG permet une sécrétion plus 
forte en Acs, une meilleure prolifération et stabilité des lymphocytes B (Bernasconi et al., 
2002). Les CpGs agissent via la voie TLR4/TLR9 permettant la prolifération et la stimulation 
des lymphocytes B in vitro en absence d’antigène (Poltorak et al., 1998), (Krieg, 2002). 
 
Aujourd’hui, de nombreux protocoles de production d’anticorps monoclonaux humains, 
utilisant des lymphocytes B ou des lymphocytes B mémoires spécifiques d’une cible ou ayant 
déjà été en présence de la cible, existent. Les anticorps sont produits après immortalisation 
virale avec l’EBV, après la fusion avec un partenaire murin ou humain ou encore après une 
étape d’immortalisation virale avec l’EBV couplée à une fusion avec un partenaire 
myélomateux. (Bernasconi et al., 2002; Buchacher et al., 1994; Drozdowski et al., 2010; 
Karauzum et al., 2012; Kozbor et al., 1982a; Kozbor and Roder, 1981; Kozbor et al., 1982b; 
Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004; Yu et al., 2008). 
Au cours de cette étude, nous avons cherché à obtenir des anticorps humains contre 
l’entérotoxine B de Staphylococcus aureus (SEB). 
 
 
2 Modèle d’étude : Entérotoxine B de Staphylococcus aureus 
(SEB) 
2.1 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus est une bactérie de type Gram positive de 0,5 à 1,5 µm de 
diamètre. Staphylococcus aureus représente une cause majeure d’infections humaines puisque 
1 à 5% des infections observées sont liées à Staphylococcus aureus.  
 
Figure 18. Illustration de Staphylococcus aureus en grappes.  
D’après http:/ /swampie.wordpress.com/2008/02/17, http://www.laborspiez.ch/fr/dok/fa/pdf_f/fact_Sheet_SEB_fr.pdf 
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En milieu hospitalier, il est connu que 10 à 20% des septicémies sont dues à 
Staphylococcus aureus (www.Medix.free.fr). De plus, Staphylococcus aureus est souvent 
impliquée dans des intoxications alimentaires (Le Loir et al., 2003) et cause le syndrome de 
choc toxique (SCT) (Bohach et al., 1990). Le pouvoir pathogène de Staphylococcus aureus 
est dû à sa capacité de synthèse de nombreux facteurs de virulence. Ces facteurs de virulence 
sont regroupés en deux types : des protéines de surface et des protéines solubles secrétées à 
l’extérieur de la cellule. Ces facteurs sont secrétés et/ou synthétisés à des moments différents 
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Figure 19. Expression de facteurs de virulence de Staphylococcus aureus.  
Ce schéma présente les principales protéines de surface et secrétées de S. aureus. D’après (Lowy, 1998). 

   
 Parmi, les facteurs de virulence sécrétés par Staphylococcus aureus, les entérotoxines 
staphylococciques (SEs) sont à l’origine des intoxications alimentaires et la toxine TSST-1 
responsable elle du syndrome de choc toxique (SCT). 
 
2.1.1 Classification des entérotoxines staphylococciques (SEs) 
Les entérotoxines sont classées en fonction de leur antigénicité. Neuf types 
antigéniques majeurs ont ainsi été rapportés pour les entérotoxines : SEA, SEB, SEC, SED, 
SEE, SEG, SEH, SEI et SEJ (Monday and Bohach, 1999). En 1962, un système de 
nomenclature alphabétique a été développé par Casman, Bergdoll et Robinson (Casman, 
1963a). Dans ce système les entérotoxines sont désignées par une lettre suivant l’ordre de leur 
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découverte de SEA à SEJ. SEF a été ultérieurement reclassé comme TSST-1 (Bergdoll et al., 
1981). Les entérotoxines produites par Staphylococcus aureus possèdent des similarités dans 
leurs séquences de nucléotides et d'acides aminés. Elles peuvent être divisées en trois grands 
groupes : un premier groupe formé de SEA, SEE et SED avec une homologie comprise entre 
51 et 81%, un deuxième groupe intégrant SEB et SEC (SEC1, SEC2, SEC3) (42 à 67% 
d’homologie) et un troisième groupe comportant TSST-1 et SPEB qui partagent des acides 
aminés clés avec les autres toxines mais ayant un faible taux d’homologie (moins de 28%). 
SEJ est  plus proche du 1er groupe avec 64 à 66 % d’homologie tandis que SEI et SEH sont 
plus distantes des autres entérotoxines (Balaban and Rasooly, 2000; Ulrich et al., 1995; Van 
den Bussche et al., 1993). Ces dernières années, 11 nouvelles entérotoxines ont été 
découvertes par génotypage, nomenclaturées de K à U, mais n’ont pas encore été isolées pour 
le moment (Jarraud et al., 2001; Lina et al., 2004; Pocsfalvi et al., 2008). En plus de leur 
homologie de séquence d’acides aminés, la plupart des entérotoxines partagent plusieurs 
régions bien conservées et possèdent une structure tertiaire très similaire (par exemple SEB, 
SEA, TSST-1 et SEC) (Papageorgiou and Acharya, 2000). 
 
2.1.2 Mode d’action des entérotoxines staphylococciques (SEs) 
 Les entérotoxines sont des protéines produites par des bactéries ayant contaminées des 
aliments. Les entérotoxines staphylococciques (SEs) agissent comme des toxines puissantes 
au niveau gastro-intestinal. Elles sont résistantes aux protéases gastro-intestinales telles que la 
pepsine et la trypsine et gardent ainsi leur activité dans le tractus gastro-intestinal après 
ingestion. Elles sont résistantes à la chaleur et donc peuvent persister dans les matrices 
alimentaires après la disparition des bactéries. De plus, elles sont stables dans une large 
gamme de pH (entre 4 et 10) (Balaban and Rasooly, 2000; Dinges et al., 2000; Johnson et al., 
1991). Les entérotoxines provoquent des nausées, des vomissements, des douleurs 
abdominales et de la diarrhée deux à six heures après l’ingestion de l’aliment contaminé 
(Balaban and Rasooly, 2000; Cowell et al., 2002). Dans des cas sévères, des maux de tête, des 
températures en dessous de la normale ou de la fièvre, une hypotension, du sang et du mucus 
dans les selles peuvent avoir lieu. Cependant, la maladie est rarement fatale (Cowell et al., 
2002; Evenson et al., 1988). La quantité de toxine nécessaire pour causer une intoxication est 
très faible puisqu’une dose de l'ordre de 100 ng d'entérotoxines pour une prise alimentaire 
suffit à provoquer les symptômes d'intoxication (Papageorgiou and Acharya, 2000). Dans 
presque tous les cas d’intoxications alimentaires par les entérotoxines staphylococciques, les 
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aliments ou l’un des ingrédients ont été contaminés par des souches de Staphylococcus aureus 
et exposés temporairement à des températures permettant la croissance de ces bactéries. Ces 
accidents surviennent lors d’un défaut de processus de réfrigération ou lorsque la préparation 
du produit comporte une étape dont la température permet la croissance de la bactérie (par 
exemple préparation du fromage). Les aliments impliqués dans ces intoxications diffèrent: le 
lait, le fromage, les volailles, les produits à base de viande et les conserves. Dans presque tous 
les cas, le réservoir de Staphylococcus aureus est l’homme et la contamination se fait lors de 
la manipulation des aliments avant ou après traitement par la chaleur. En effet, ces toxines 
sont thermostables et même si la bactérie est éliminée par le chauffage, l’activité biologique 
des toxines reste intacte. Cependant, la stabilité des entérotoxines vis-à-vis de la chaleur 
dépend de la nature de la matrice alimentaire, du pH du milieu, de la concentration en sel et 
de la concentration en glucose.  
 
2.2 Entérotoxine B de Staphylococcus aureus 
L’entérotoxine B (SEB) est une protéine ayant une masse de 28,4 kDa. Elle est l’une 
des entérotoxines produites par Staphylococcus aureus et est considérée comme étant la plus 
dangereuse. SEB comme les autres entérotoxines staphylococciques (SEs) est un 
superantigène. Un superantigène est capable de lier à la fois les lymphocytes T au niveau du 
récepteur T des lymphocytes T (TCR) et le CMH II des cellules présentatrices d’antigène 
(CPA) (paragraphe plus loin 2.2.3.1 Activité superantigénique). En tant que superantigène, la 
SEB provoque une dérégulation du système immunitaire par l'activation des lymphocytes 
humains T, entraînant une surproduction des cytokines. Cette production de cytokines semble 
être à l'origine du syndrome de choc toxique (SCT). Des études in vitro ont montré que ces 
toxines pouvaient dans certains cas inhiber la réponse immunitaire humorale et empêcher 
ainsi la formation d'anticorps. 

2.2.1 Structure 
La SEB est la mieux connue des entérotoxines staphylococciques. Elle est constituée 
de deux domaines (I et II) reliés par une boucle de six résidus et séparés par une cavité 
superficielle. Le domaine I, le plus petit, est formé par 5 feuillets  (1 à 5) et trois hélices  (2, 
3 et 5) et correspond à la séquence 30-120. Dans ce domaine deux résidus cystéines (Cys 93 
et Cys 113) forment un pont disulfure qui se situe dans une boucle très mobile et qui dépasse 
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un peu du corps compact de la molécule. Le domaine II est formé de 6 feuillets  (6 à 11) 
antiparallèles et de 2 hélices  (1 et 4) et correspond aux acides aminés 127 à 239. Le site de 
liaison au récepteur TCR des lymphocytes T se situe dans la cavité superficielle formé par les 
deux domaines et le site de liaison au complexe majeur d’histocompatibilité CMH II se trouve 
dans un site adjacent (sites de l’activité superantigénique) (Kappler et al., 1992; Papageorgiou 
et al., 1998).  
 




2.2.2 Voies d’expositions, toxicité et effet sur la santé  
 Les symptômes de l’intoxication par la SEB sont différents selon que la toxine a été 
ingérée ou inhalée. La valeur ED50 (dose efficace) orale des SEB est de 0,3 g/kg et la toxicité 
(DL50) par inhalation de 20 g/kg. Par conséquent, environ 25 g de SEB absorbées par voie 
orale entraînent l'apparition de symptômes significatifs dans 50 % des cas. Dans la littérature 
spécialisée, il est décrit que la sensibilité peut varier fortement d'un individu à l'autre. 
 
2.2.2.1 Intoxication alimentaire (voie alimentaire) 
Peu de temps après l'ingestion orale (2 à 4 heures), une hyper salivation accompagnée 
de nausées fait son apparition, suivie de vomissements subits, de crampes abdominales et de 
diarrhées. Dans les cas d'intoxication orale, il n'apparaît normalement aucun problème 
respiratoire ni aucune fièvre. Là encore, des doses élevées peuvent causer un choc sceptique 




2.2.2.2 Intoxication par inhalation (acte de malveillance) 
L’intoxication se manifeste après une incubation de 3 à 12 heures par l’apparition 
brutale d’un syndrome pseudo-grippal (fièvre, frissons, céphalées et myalgies) et de toux 
sèche. Des symptômes respiratoires (douleurs thoraciques rétro-sternales et dyspnée) sont 
observés dans les formes plus sévères. Des formes respiratoires graves sont possibles avec 
œdème aigu du poumon et décompensation respiratoire. La production excessive de cytokines 
par les cellules T activées par la SEB augmente la perméabilité vasculaire et peut conduire à 
un œdème pulmonaire étendu (Mattix et al., 1995). Des symptômes digestifs, nausées ou 
vomissements, sont observés fréquemment. La fièvre peut persister jusqu’à 5 jours et la toux 
pendant 4 semaines, les malades étant incapables de reprendre leur activité avant 2 semaines 
(Rusnak et al., 2004). D'autres symptômes tels que des problèmes respiratoires, des nausées, 
un état de faiblesse voire des œdèmes pulmonaires peuvent se manifester en cas de 
concentration élevée. La maladie est rarement mortelle. 
Les symptômes cliniques d’intoxication par inhalation de la SEB sont similaires à ceux 
provoqués par de nombreux pathogènes à cible respiratoire (adénovirus, Influenza virus, 
mycoplasma, etc). Une intoxication par la SEB doit être suspectée devant la survenue brutale 
et très rapprochée dans le temps (24 heures) d’un syndrome fébrile respiratoire (grippal) chez 
un grand nombre de personnes avec une exposition géographique commune et une évolution 
favorable dans la grande majorité des cas.  
 
2.2.3 Mode d’action  
La SEB possède deux activités : l’activité superantigénique à l’origine du syndrome de 
choc toxique (SCT) et l’activité émétique, à l’origine des vomissements.  
 
2.2.3.1 Activité superantigénique  
  L’activité superantigénique résulte de l’interaction directe de la SEB avec le récepteur 
TCR sur les lymphocytes T et le CMH II présent sur les cellules présentatrices d’antigène 
(CPA). Un antigène normal est présenté par le récepteur T des lymphocytes T (TCR) après 
dégradation intracellulaire dans les cellules présentatrices d’antigène (CPA), sous forme de 
peptides associés aux molécules du CMH II ou I (Figure 21). Cette reconnaissance de 
l’antigène par les cellules T est une étape primordiale dans la réponse immunitaire cellulaire 
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et la clé de sa spécificité. Un nombre très restreint de cellules T peuvent reconnaître un 
antigène spécifique présenté par le CMH des CPA (Davis and Bjorkman, 1988). Un 
superantigène interagit avec les cellules T par une reconnaissance spécifique des récepteurs T 
(TCR) (reconnaissance du domaine V). Il est donc capable de lier le récepteur T aux 
molécules CMH II des CPA (Figure (B) 21) déclenchant une activation non spécifique de 
cellules T (prolifération massive) et une forte production de cytokines et d’interleukines 
contribuant au mécanisme de toxicité de la SEB et des autres SEs (Kappler et al., 1994; 
Marrack et al., 1990). Cette activation dramatique des cellules T (près de 20% de l’ensemble 
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Figure 21. Activation spécifique et non spécifique des cellules T. 
A- Activation des cellules T par un antigène conventionnel. Le peptide (antigène) est présenté à la surface de la 
CPA par le CMH II. Ce complexe attire les cellules T portant un récepteur RCT avec une chaîne V 
spécifique de l’antigène présenté.  
B-  Activation non spécifique des cellules T par un superantigène. Le superantigène se fixe directement au 
CMH II et se lie à la chaîne V du RCT initiant une activation non spécifique des cellules T. D’après 
(Balaban and Rasooly, 2000). 
 
 
2.2.4 Activité émétique  
L’activité émétique existe chez la SEB et chez les autres entérotoxines 
staphylococciques (SEs). C’est une activité mal caractérisée. Les symptômes d’intoxication 
alimentaire provoqués par la SEB peuvent avoir différentes origines: effet direct sur 
l’épithélium intestinal et/ou stimulation des mastocytes et libération massive des leucotriènes 
et de l’histamine agissant sur le nerf vague et stimulant ainsi le centre émétique (Arbuthnott et 
al., 1990). La SEB possède une cystéine qui semble être impliquée dans l’activité émétique 
(Hovde et al., 1994). Une hypothèse suggère que l’activité émétique facilite le passage de la 
SEB à travers l'épithélium intestinal et permet ainsi à la toxine de rejoindre la circulation 





2.2.5 Mise en évidence de la toxine SEB  
L’entérotoxine B staphylococcique (SEB) est facilement identifiable en tant que 
protéine à l'aide des méthodes immunologiques. Il existe sur le marché des systèmes de mise 
en évidence rapide, appelés Lateral Flow Assays (immunochromatographie sur membrane), 
présentant une bonne sensibilité (Limite de Détection = < 10 ppb ou < 10 ng/ml), qui 
permettent d'identifier la SEB en une vingtaine de minutes (fabricant: NBC-Sys). Ce test est 
avant tout conçu pour des solutions aqueuses et prélèvements par frottis. Un  kit ELISA est 
également disponible dans le commerce (fabricant: R-Biopharm, D) et permet de mettre en 
évidence différents sérotypes de SEB dans les denrées alimentaires. De même, dans les 
analyses de laboratoire classiques, on utilise des méthodes immunologiques comme ELISA 
Sandwich (plaques de microtitration à 96 puits) ou des systèmes multiplex (X-Map Luminex 
Technology, BioPlex 200 de Bio-Rad), mais également des procédés de spectrométrie de 
masse comme Peptide-Map.  
 
2.2.6 La SEB en tant qu’arme biologique 
Dans le domaine militaire, la SEB est reconnue comme agent incapacitant. De petites 
quantités suffisent pour provoquer de forts symptômes d'intoxication ayant en peu de temps 
un effet complètement incapacitant sur les personnes affectées. Cependant, les intoxications 
létales sont rares. L'utilisation de cet agent peut, si le nombre de patients est élevé, paralyser 
rapidement une infrastructure médicale. La SEB est considérée comme une arme biologique 
potentielle (facile à synthétiser, à lyophiliser et à aérosoliser) et son potentiel « incapacitant» à 
l’égard d’un très grand nombre de personnes simultanément a été largement étudié aux Etats-
Unis dans les années 1960. La dose «incapacitante» par inhalation pour 50% de la population 
exposée (DE50) a été estimée par modélisation à 0,4 ng/kg et la dose létale pour 50 % de la 
population exposée (DL50) à 0,02 g/kg (Gill, 1982; Ler et al., 2006). Les DL50 et DE50 
n’ont pas été déterminées pour les autres voies d’exposition. Une utilisation sous forme 
d'aérosols ou une contamination de la chaine alimentaire à des fins malveillantes sont 
possibles. 
Aujourd’hui, il n’existe ni vaccins ni traitements contre la SEB. Néanmoins, un vaccin 
nommé STEBVax est en début d’étude clinique (Boles et al., 2003; Stiles et al., 2001; Ulrich 
et al., 1998) (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00974935). 
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De plus, compte tenu des nombreux effets néfastes pouvant être causés par la SEB 
(intoxication alimentaire ou agent de malveillance), disposer de solutions et de réponses 
contre la SEB est nécessaire. L’immunothérapie par injection intraveineuse d’Igs ayant déjà 
fait ses preuves contre d’autres toxines, des laboratoires ont développé des anticorps humains 
contre la SEB. Des publications ont fait état de la production d’anticorps chimériques et 
d’anticorps humains contre la SEB (Drozdowski et al., 2010; Karauzum et al., 2012; Tilahun 
et al., 2011). Cette année un laboratoire a produit des anticorps humains de type IgGs dirigés 
contre la SEB à l’aide du phage display (Karauzum et al., 2012). D’autre part, récemment la 
purification de lymphocytes B humains et leur fusion avec un hétéromyélome, le CB-F7,  par 
électrofusion sans immortalisation virale par l’EBV a permis l’obtention de 3 hybridomes 
sécréteurs d’anticorps contre la SEB (Drozdowski et al., 2010; Grunow et al., 1988; 










Etant donné qu’il n’existe aucune thérapie actuellement disponible pour traiter une 
intoxication à l’entérotoxine B (SEB) et compte tenu de son utilisation potentielle à des fins 
terroristes, nous nous sommes appliqués à produire des anticorps monoclonaux humains 
dirigés contre la SEB grâce à la technique d’immortalisation par le virus Epstein-Barr (EBV) 
couplée ou non à la fusion cellulaire avec un myélome.  
 
1 Méthodologie utilisée  
 Aujourd’hui, il existe de nombreuses techniques pour produire des anticorps humains 
(souris transgéniques, phage display, lymphocytes B), nous avons essayé de produire des 
anticorps humains en utilisant la méthodologie développée dans le laboratoire d’Antonio 
Lanzavecchia à savoir la purification et l’immortalisation de lymphocytes B mémoires de 
donneurs ayant déjà rencontré la SEB. Les anticorps peuvent être directement obtenus après 
clonage par dilution limite à partir des lymphocytes B immortalisés, ce qui est le cas pour les 
anticorps anti-SRAS et anti-H1N1 (Buchacher et al., 1994; Simmons et al., 2007; Traggiai et 
al., 2004). Nous avons décidé de coupler l’étape d’immortalisation à celle de la fusion 
cellulaire avec un myélome. En effet, des publications font l’état de couplage de 
l’immortalisation et de la fusion pour stabiliser et augmenter le rendement d’obtention 
d’anticorps (Emanuel et al., 1984; Kozbor and Roder, 1981; Kozbor et al., 1982b). 
 
 
Figure 22. Protocole de production d’IgGs anti-SEB à partir de lymphocytes B mémoires d’un 






































2 Sélection des donneurs sanguins et des lymphocytes B 
mémoires sécréteurs d’IgGs anti-SEB  
2.1 Sélection du donneur de sang  
Nous étions intéressés par produire des anticorps humains anti-SEB à partir de donneurs 
humains ayant déjà rencontré notre cible, la SEB. Dans une première expérience, il a fallu 
vérifier la présence d’IgGs dirigés contre la SEB dans le plasma des donneurs utilisés. La 
présence d’IgGs anti-SEB dans le plasma des donneurs reflétait la présence de lymphocytes B 
mémoires spécifiques de la SEB. Pour cela, les plasmas de 4 donneurs, dilués au 1/10 et au 
1/100, ont été incubés une nuit sur une plaque recouverte de neutravidine (5 µg/ml) en 
présence ou pas de SEB-biotinylée (0,5 µg/ml) puis un traçeur spécifique des IgGs humaines 
totales est ajouté pour détecter la présence d’IgGs anti-SEB (paragraphe 8.3 Les dosages 
immunologiques utilisant la SEB, Matériels et Méthodes). Le témoin EIA (tampon de dilution 
des échantillons) est utilisé comme contrôle négatif. Chaque dilution de plasma est testée en 
duplicat, la moyenne des points est ensuite analysée. Les plasmas contenant des IgGs anti-
SEB sont les plasmas dont les signaux en présence de la SEB-biotinylée sont supérieurs à 












































































































Figure 23. Dosage des anticorps IgGs anti-SEB dans le plasma de différents donneurs.  
50 µl de plasmas dilués au 1/10 ou au 1/100 de chaque donneur sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant 
des plaques de titration où la neutravidine a préalablement été adsorbée. La SEB-biotinylée et l’IgGh-G4 sont 
ajoutés avant l’incubation en réactif d’Ellman. La densité optique est alors mesurée à 414 nm après 30 minutes 
d’incubation. Un tableau donne pour chaque dilution de plasma le rapport entre la présence et l’absence de SEB-














 Le choix de la SEB comme antigène d’intérêt fut motivé par des travaux visant à doser 
la réponse en Acs notamment IgGs contre diverses protéines de Staphyloccocus aureus chez 
des donneurs sains. Cette étude a montré la présence d’Acs spécifiquement dirigés contre 
Staphyloccocus aureus et contre  la SEB (Bell et al., 1987; Colque-Navarro et al., 2010; Dryla 
et al., 2005). Comme attendu, nous avons constaté que les plasmas des 4 donneurs testés 
présentent des différences de signaux en présence et en absence de SEB (ratio des signaux 
obtenus allant de 1 à 4). Les plasmas testés contenaient donc des IgGs dirigés spécifiquement 
contre la SEB (Figure 23). Ceci reflète la présence de lymphocytes B et notamment 
lymphocytes B mémoires sécréteurs d’IgGs anti-SEB chez les 4 donneurs testés. De plus, les 
niveaux en IgGs anti-SEB sont variables selon les donneurs. Nous avons pu constater que 
quelque soit la dilution testée le plasma du donneur 1 présente la plus grande différence de 
signal en présence/absence de SEB-biotinylée (ratio de 4,28 au 1/10 et de 2,95 au 1/100). Le 
sang du donneur 1 contenant la plus grande quantité d’IgGs anti-SEB, il a été utilisé pour 
purifier les lymphocytes B mémoires.  
 
2.2 Purification des lymphocytes B mémoires du donneur 1 
 Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) ont été isolées par un 
Histopaque (paragraphe 3 Purification PBMCs, Matériel et Méthodes). Environ 5.108 PBMCs 
ont été utilisées pour sélectionner les lymphocytes B mémoires. Les lymphocytes B mémoires 
possèdent un marqueur spécifique le CD27. Grâce à une sélection positive utilisant des billes 
magnétiques sur lesquelles  un anticorps dirigé contre le CD27 a été couplé, environ 1,8.106 
lymphocytes B mémoires ont été purifiés. Ces lymphocytes B ont été immortalisés par le 
virus Epstein-Barr. Ce nombre de cellules (1,8.106) apparait faible. Mais, il est connu que le 
sang bien qu’étant la source la plus accessible des cellules, n’est pas le compartiment le plus 
riche en lymphocytes. En effet, les amygdales représentent une source plus importante en 




3 Immortalisation des lymphocytes B mémoires par le virus 
Epstein-Barr (EBV) 
3.1 Test de la qualité de production des virus EBV  
 Les virus Epstein-Barr (EBV) ont été produits au sein du laboratoire à partir de la 
lignée cellulaire B95-8 de singe Marmouset. Ces cellules sont capables sous différents stimuli 
de sécréter le virus EBV. Après environ 3 semaines de culture, ces cellules libèrent dans le 
surnageant de culture les virus EBV. Ces virus sont récupérés par centrifugation et conservés 
sous forme de Transfokits (paragraphe 6.1 Production des virus Epstein-Barr, Matériels et 
Méthodes). Un Transfokit est capable d’infecter 3 à 5.106 PBMCs et 1.106 lymphocytes B 
mémoires.  
Afin de vérifier la capacité d’infection des virus EBV produits, 2 séries de 4.106 cellules 
mononuclées du sang périphérique (PBMCs) ont été isolées par un Histopaque et infectées 
soit par 1 transfokit produit au sein du laboratoire soit par un transfokit de référence produit 
dans un laboratoire à Reims (CHU de Reims - Hôpital Robert Debré - Laboratoire 
d'Immunologie J Cohen) en présence de 2,5 µg/ml de CpG. Les CpG sont des séquences 
immunomodulatrices favorisant l’immortalisation (Bernasconi et al., 2002). Après environ 8 
jours de culture, des grappes caractéristiques de l’infection à EBV sont observables et 
illustrent l’infection des lymphocytes B présents dans les PBMCs. Ces grappes sont aussi bien 
observées avec le Transfokit produit au sein du laboratoire que celui provenant du laboratoire 
de référence (Figure 24). La présence de cyclosporine A dans les Transfokits inhibe 
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Figure 24. Immortalisation. PBMCs immortalisées avec le virus EBV produits au laboratoire (A) ou par le 
laboratoire de référence (B). Un grossissement de la grappe permet de visualiser les spicules caractéristiques de 




3.2 Immortalisation des lymphocytes B mémoires sécréteurs 
d’IgGs anti-SEB 
 Les lymphocytes B mémoires (1,8.106) sélectionnés précédemment ont été 
immortalisés avec 2 Transfokits produits au sein du laboratoire. 80 puits d’immortalisation 
ont été obtenus. Environ après un mois d’immortalisation et de culture, les surnageants de 
culture sont testés par le dosage ELISA précédemment décrit. 6 puits présentent une 
augmentation du signal en présence de SEB biotinylée et sont illustrés dans la Figure 25 ci-
après. Ces puits (1B5, 1C2, 1C6, 1E3, 2B5, 2C10) contenant des lymphocytes B mémoires 
immortalisés sécréteurs d’IgGs anti-SEB sont mis en expansion puis leur contenu est congelé 















































































Figure 25. Dosage des puits d’immortalisation de lymphocytes B mémoires sécréteurs d’IgGs anti-SEB.  
50 µl des surnageants de culture purs sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant des plaques de titration où 
la neutravidine a préalablement été adsorbée. La SEB-biotinylée et l’IgGh-G4 sont ajoutés avant la réaction avec 
le réactif d’Ellman. La densité optique est alors mesurée à 414 nm après 30 minutes d’incubation. Un tableau 










D’après ces résultats (Figure 25), 6 puits : 1B5, 1C2, 1C6, 1E3, 2B5, 2C10 présentent des 
signaux en présence de SEB-biotinylée 2 à 4 fois plus fort que sans SEB. Le rendement 
obtenu est faible puisque seuls 6 puits immortalisés sur 80 puits d’immortalisation sécrètent 
des IgGs anti-SEB. Pour améliorer cette technologie et augmenter le rendement en Acs, des 
techniques d’enrichissement des lymphocytes B spécifiques de la cible ont été étudiées. Ainsi 
Kozbor et Roder observent une augmentation de la production en anticorps anti-toxine 
tétanique (TT) après sélection des lymphocytes B fixant spécifiquement l’antigène TT et 
élimination des autres lymphocytes B (Kozbor and Roder, 1981). De même, le groupe de 
Lanzavecchia avant immortalisation avec le virus EBV sélectionnait grâce à des billes 
magnétiques les lymphocytes B mémoires spécifiques du SRAS (Traggiai et al., 2004). Afin 
d’améliorer notre rendement, nous pourrions sélectionner les lymphocytes B mémoires 
sécrétant spécifiquement des IgGs anti-SEB par un système de billes magnétiques spécifiques 
de la SEB. D’autre part, une étape de criblage employant l’ELISA décrit précédemment pour 
l’analyse des lymphocytes B mémoires totaux permettrait de sélectionner les meilleurs 
lymphocytes B mémoires avant immortalisation. De plus, ces étapes supplémentaires 
d’enrichissement et de concentration cellulaire pourraient également être effectuées après 
l’immortalisation par le virus EBV. 
 
En parallèle de la congélation, les cellules des 6 puits sont cloné par dilution limite (clonage 
large 50 cellules/ml et 10 cellules/ml) pour isoler la cellule productrice d’IgGs anti-SEB. 
Malheureusement, aucune cellule sécrétrice n’a pu être isolée. Après un premier clonage, les 
cellules sont présentes mais ont perdu l’expression d’IgGs spécifiques de la SEB. Ceci 
soulève le problème de la stabilité de sécrétion des lignées immortalisées par EBV. Le 
problème de la stabilité de sécrétion en anticorps spécifiques des cellules pourrait être résolu 
en cultivant les cellules immortalisées en présence de CpG, séquence favorisant 
l’immortalisation et la survie des lymphocytes (Bernasconi et al., 2002; Krieg, 2002) ou 
d’interleukines comme les interleukines 6 ou 2 (IL-6, IL-2) impliquées dans la prolifération 
des lymphocytes B. Certaines équipes, pour limiter le coût induit par l’utilisation des ces 
molécules, ont décidé d’ajouter une étape d’immortalisation cellulaire (fusion avec un 





4 Fusion des lymphocytes B mémoires immortalisés par le 
virus Epstein-Barr (EBV) 
Compte tenu des problèmes de stabilité rencontrés lors des clonages des LB mémoires 
immortalisés, nous avons décidé de fusionner les puits contenant les LB mémoires 
immortalisés sécréteurs d’IgGs anti-SEB. Il a été décrit dans la littérature que la fusion avec 
un partenaire cellulaire de type myélome après une immortalisation augmenterait la stabilité 
des LB immortalisées (Kozbor et al., 1983; Kozbor et al., 1982a; Kozbor and Roder, 1981; 
Kozbor et al., 1982b). Divers partenaires myélomateux murins, humains ou de type 
hétéromyélome ont été utilisés pour fusionner ce type de cellules. Au laboratoire, nous 
disposions de plusieurs myélomes murins (Sp2O/O, NS1, X63) et d’un hétéromyélome 
humain/murin HM (don de l’Institut Pasteur, Paris). Dans un premier temps, il a fallu 
décongeler les lymphocytes B mémoires immortalisés pour vérifier la production en  IgGs 
spécifiques de la SEB et ensuite fusionner. 
 
4.1 Décongélation des puits immortalisés  
Une ampoule de chacun des puits d’immortalisation 1B5 et 1C6 est décongelée. La 
décongélation s’effectue selon la procédure connue : décongélation rapide de l’ampoule à 
37°C pour éviter les effets néfastes du DMSO et resuspension en milieu de culture préchauffé 
à 37°C. Le lendemain de la décongélation, un premier criblage des surnageants de culture pur 
ou dilué au 1/10 est réalisé avec le test ELISA décrit dans le paragraphe précédent 2.1. A ce 
stade nous n’avons obtenu aucun signal. Un nouveau dosage ELISA est réalisé 4 jours après 



































































Figure 26. Dosage des puits d’immortalisation décongelés de lymphocytes B mémoires sécréteurs d’IgGs 
anti-SEB. 4 jours après décongélation. T=30 minutes.  
50 µl des surnageants de culture de décongélation purs ou dilués 1/10 sont testés à l’aide d’un immunodosage 
utilisant des plaques de titration où la neutravidine a préalablement été adsorbée. La SEB-biotinylée et l’IgGh-
G4 sont ajoutés avant la réaction avec le réactif d’Ellman. La densité optique est alors mesurée à 414 nm après 






En comparant ces résultats avec ceux obtenus pour 1B5 et 1C6 avant congélation au même 
temps de lecture 30 minutes (Figure 25 versus Figure 26), nous pouvons constater que le taux 
d’IgGs anti-SEB est inférieur après l’étape de congélation/décongélation. En effet, avant 
congélation le puits 1B5 présentait une DO d’environ 0,500 (0,546) (Figure 25), alors 
qu’après décongélation, la DO est d’environ 0,05 (Figure 26). De même, le puits 1C6 présente 
une forte diminution de signal, passant d’environ 1,4 avant congélation (Figure 25) en DO à 
environ 0,167 après décongélation (Figure 26).  
Le premier dosage réalisé au lendemain de la décongélation pour lequel aucun signal n’a 
été obtenu, montre que la production d’anticorps par les lymphocytes B immortalisés par 
EBV est moins importante ou plus longue à se mettre en place que celle des hybridomes 
murins.  
La diminution de signal observable à 30 minutes avant et après congélation témoigne 
d’une perte d’expression. Nous avons décongelé les cellules de deux autres puits, 2B5 et 
2C10 présentant des signaux élevés avant congélation, et une autre ampoule du puits 1C6 
pour voir si la perte de signal observée ne serait pas dûe à un problème lors de la 
congélation/décongélation ou à une instabilité propre de ce type de cellules. Les surnageants 
de culture de ces puits sont testés après 4 jours de décongélation purs et dilués au 1/10 selon 












































































Figure 27. Dosage des puits d’immortalisation décongélés de lymphocytes B mémoires sécréteurs d’IgGs 
anti-SEB.  
50 µl des surnageants de culture de décongélation purs ou dilués 1/10 sont testés à l’aide d’un immunodosage 
utilisant des plaques de titration où la neutravidine a préalablement été adsorbée. La SEB-biotinylée et l’IgGh-
G4 sont ajoutés avant réaction avec le réactif d’Ellman. La densité optique est alors mesurée à 414 nm après 1 h 














Les signaux observés (Figure 27) pour les cellules du puits 1C6 et 2C10 sont du même ordre 
de grandeur que le témoin tampon EIA. Nous pouvons donc en conclure que les lymphocytes 
B immortalisés en croissance dans les puits ont perdu leur capacité de sécrétion d’IgGs anti-
SEB.  
Concernant le puits 2B5, les rapports entre les signaux en présence et absence de SEB-
biotinylée sont respectivement de 21 et 48 pour les surnageants dosés dilués au 1/10ième ou 
purs. Ainsi l’étape de congélation/décongélation peut avoir des effets néfastes plus ou moins 
importants sur la production d’anticorps par des lymphocytes B immortalisés par EBV.  
Ainsi la capacité de production des immunoglobulines serait plus ou moins stable en 
fonction des cellules.  
A la vue de ces résultats les cellules correspondant au puits 2B5 ont été utilisées pour 
l’étape de fusion.  
 
4.2 Préparation de la fusion  
 Compte tenu de la diversité des protocoles de fusion de lymphocytes B immortalisés 
présentés dans la littérature, soit fusion avec des partenaires murins, avec des partenaires 
humains ou de type hétéromyélome (Dessain et al., 2004; Kudo et al., 1988), nous avons 
décidé d’étudier différents paramètres de ces protocoles. Pour cela, nous avons effectué 
diverses fusions dans différentes conditions (ratio, milieu de culture, différents partenaires 
myélomateux) afin de trouver le protocole le mieux adapté. Avant d’effectuer la fusion, dans 
une première série d’expérience, nous avons comparé la mortalité des lymphocytes B 
immortalisés et celle des différents myélomes utilisés en présence d’ouabaïne.    
 
4.2.1 Mise au point de la concentration d’ouabaïne  
 Contrairement aux lymphocytes B normaux, les lymphocytes B ayant subi une étape 
d’immortalisation ne meurent pas après quelques jours. En effet, l’immortalisation par le virus 
EBV permet l’expansion clonale et permanente de lymphocytes B. Une drogue appelée 
l’ouabaïne (ou g-strophanthine), un glycoside cardiotonique intervenant dans la perméabilité 
des cellules et plus précisément dans le transport actif des ions Na+/K+, induit la mort 
cellulaire des lymphocytes B immortalisés en agissant sur la pompe Na/K ATPase (Roder et 
al., 1986). De nombreuses publications utilisent l’ouabaïne à des concentrations différentes 
allant de 2x10-6 M (Kudo et al., 1988) à 10x10-6 M (Kozbor et al., 1982a), ou encore 3x10-10 
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M (A.Tissent, 2007). En premier lieu, nous avons réalisé une gamme d’ouabaïne dans le 
milieu de culture afin de déterminer la concentration la mieux adaptée, avec les lymphocytes 
B immortalisés issus du puits 2B5. Environ 200 000 lymphocytes B immortalisés ont été 
cultivés en présence ou non d’ouabaïne. Deux gammes d’ouabaïne ont été testées : la 














Figure 28. Gamme d’ouabaïne.  
200 000 cellules/puits sont ensemencés en plaque 24 puits et la mortalité est évaluée 4 jours après  au 
microscope optique grossissement x40. 
Milieu culture                5x10-4 M                  5x10-5 M                 5x10-6 M 
                          5x10-7 M                    5x10-8 M                    5x10-9 M                 5x10-10 M 
                        Milieu culture              3x10-4 M                   3x10-5 M                    3x10-6 M 
                                3x10-7 M                     3x10-8 M                    3x10-9 M                    3x10-10 M 
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Les résultats obtenus au cours des deux expériences sont très similaires (Figure 28). En 
absence d’ouabaïne les lymphocytes B immortalisés 2B5 présentent une croissance normale. 
L’ajout d’ouabaïne à des concentrations allant de 5x10-4 M à 5x10-6 M induit une disparition 
totale des grappes caractéristiques des lymphocytes B immortalisés. A partir de la 
concentration 3x10-8M d’ouabaïne jusqu’à 3x10-10 M, l’ouabaïne n’a aucun effet sur la 
croissance lymphocytes B immortalisés. En effet, on observe des grappes de cellules, reflétant 
une croissance cellulaire. Entre 3x10-5 M et 5x10-7M de ouabaïne, il y a une inhibition 
partielle de la croissance des lymphocytes B immortalisés.  
La concentration d’ouabaïne la plus faible qui permet d’induire une mortalité cellulaire 
totale des lymphocytes B immortalisés est celle à 5x10-6 M. Cette concentration sera utilisée 
lors de toutes les expériences de fusion. 
 
4.2.2 Vérification de l’absence d’effet de l’Hypoxantine Aminoptérine 
Thymidine (HAT) sur les lymphocytes B immortalisés 
  Les myélomes de souris ou humains utilisés dans les fusions sont déficients en une 
enzyme, l’hypoxanthine guanosine phosphoryl transférase (HGPRT). Dans un milieu de 
culture contenant de l’Hypoxantine, de l’Aminoptérine et de la Thymidine, leur croissance est 
inhibée (Köhler and Milstein, 1975). Nous avons voulu savoir si l’Hypoxantine Aminoptérine 
Thymidine (HAT) ajouté dans le milieu de culture de la fusion pour induire la mortalité du 
myélome avait un effet sur la croissance des lymphocytes B mémoires immortalisés. Pour 
cela, 200 000 lymphocytes B immortalisés 2B5 ont été mis en culture avec du milieu de 
culture contenant ou pas de l’HAT 50 x (concentration préconisée par le fournisseur) en 
présence ou non  de l’ouabaïne à 5x10-6 M. 
 
Figure 29. Effet HAT sur des lymphocytes B immortalisés par EBV. 200 000 cellules/puits sont ensemencés 
en plaque 24 puits et la mortalité est évaluée à 4 jours après en observation au microscope optique grossissement 
x40. 
 




On peut observer sur la Figure 29 que l’ajout de l’HAT 50 x n’induit aucun effet sur la 
croissance des lymphocytes B immortalisés. Par contre, l’ajout d’ouabaïne avec ou sans HAT 
induit un ralentissement de croissance.  
 
4.2.3 Vérification de la mortalité des myélomes sous HAT et ouabaïne  
 L’ouabaïne agit spécifiquement sur les cellules immortalisées par EBV, nous avons 
voulu cependant vérifier l’absence d’effet de l’ouabaïne sur les myélomes. Environ 200 000 
cellules des différents myélomes sont incubés avec de l’HAT, de l’ouabaïne à 5x10-6 M ou les 
2 ensemble. Après quelques jours, la mortalité ou la croissance des cellules est observée au 
microscope. 
 




NS1 Mort Croissance Mort 
SP2/0 Mort Croissance Mort 
X63 Mort Croissance Mort 
HM Mort Croissance Mort 
Tableau 3. Effet HAT et/ou ouabaïne sur les myélomes. 200 000 cellules/puits sont ensemencés en plaque 24 
puits et la mortalité est évaluée à J4 en observation au microscope optique grossissement x40. 
 
Nous pouvons constater que tous les myélomes meurent en présence de HAT. L’ajout 
d’ouabaïne ne provoque aucun effet sur les myélomes, car elle n’agit pas sur leur pompe 
Na/K ATPase (Roder et al., 1986). 
 
4.3 Fusion des LB immortalisés par EBV (puits 2B5) avec différents 
myélomes 
 Le puits 2B5 présente le meilleur taux d’IgGs anti-SEB. Pour stabiliser cette 
production, différentes fusions ont été effectuées, employant différentes conditions de culture, 
différents myélomes et plusieurs ratios (lymphocytes B/ myélome). Le tableau suivant 




Tableau 4. Bilan des différentes fusions effectuées sur le puits de lymphocytes B immortalisés 2B5. 
 
Nous pouvons voir d’après le tableau précédent (Tableau 4) que quelque soient les 
conditions, le myélome et les ratios, la fusion avec les lymphocytes B immortalisés ne conduit 





















2-1 HM 7,5 .107 3,75 .107 MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6 M 
2 NON 
3-1 Sp20/0 7,5 .107 2,5.107 MC+HAT50X MC+HAT50X+ 
OUABAINE 5.106M  
LENDEMAIN  
NON 
1-1 HM 4,1.107 4,1.107 MOITIE FUSION 
MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M, AUTRE MOITIE 
DANS MC SANS AGENT 
SELECTIF  
3 NON 
1,5-1 HM 4,1.107 2,7.107 MOITIE FUSION 
MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M, AUTRE MOITIE 





9,3.107 6,2.107 MOITIE FUSION 
MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M, AUTRE MOITIE 
DANS MC SANS AGENT 
SELECTIF 
3 NON 
2-1 HM 3,3.107 1,65.107 MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M 
3 NON 
4-1 HM 5,3.107 1,3.107 MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M 
3 NON 
8-1 HM 5,3.107 6,6.107 MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M 
3 NON 
16-1 HM 5,3.107 3,3.106 MC+HAT50X+OUABAINE 
5.10-6M 
3 NON 







Figure 30. Résultats de la fusion.  
Les produits de fusion sont ensemencés en plaque 96 puits sur lit de cellules nourricières. La présence 
d’hybridomes est évaluée par lecture au microscope optique grossissement x40. Les cellules de l’hétéromyélome 
HM seul et les lymphocytes B immortalisés seuls sont employés comme contrôle. 
 
 
 Pour vérifier le rôle de l’immortalisation virale par le virus EBV dans l’absence 
d’hybridomes, nous avons fusionné des lymphocytes B n’ayant pas subi d’immortalisation 
avec le partenaire de fusion nous semblant le plus adéquat, l’hétéromyélome humain/murin 
HM. 
 
4.4 Fusion des lymphocytes B sanguins avec l’hétéromyélome HM  
  Pour cette étude, 4 fusions utilisant des ratios (lymphocytes B humains/ 
hétéromyélome HM)) de 5-1 et 2-1 ont été réalisés. A partir de cellules mononuclées du sang 
(PBMCs), les lymphocytes B sanguins ont été purifiés par sélection positive à l’aide de billes 
paramagnétiques sur lesquelles était greffé un anticorps anti-CD20. Après fusion les cellules 
ont été resuspendues dans un milieu nourricier sélectif contenant de l’HAT. Cette expérience 
a été réalisée 4 fois. Après 7 jours de culture, les 5 plaques de fusion réalisées pour chaque 
ratio sont lues.  








Myélome HM SEUL                          2B5 SEUL                                 PUITS DE FUSION  
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 Ratio 2-1 Ratio 5-1 
Expérience 1 10% 65% 
Expérience 2 5% 73% 
Expérience 3 0% 96% 
Expérience 4 48% 97% 
Tableau 5. Efficacité de fusion selon les ratios. Pourcentage d’efficacité de fusion (nombre de puits 
comportant des hybridomes sur les 96 puits de la plaque de fusion). Les produits de fusion sont ensemencés en 




Figure 31. Hybridomes issus de la fusion des lymphocytes B sanguins avec l’hétéromyélome HM.  
Image prise 7 jours après fusion. Microscope optique grossissement x40 et x100. 

La fusion des lymphocytes B sanguins avec l’hétéromyélome HM conduit à l’obtention 
d’hybridomes quelque soit le ratio utilisé. Cependant le ratio 5-1 donne une meilleure 
efficacité de fusion. Dans un deuxième temps nous avons voulu vérifier que les hybridomes 
ainsi obtenus avaient gardé leur capacité à produire et secréter des anticorps. Pour cela, 50 µl 
des surnageants de culture sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant des plaques de 
titration où un anticorps de lapin anti-immunoglobulines humaines (RAH) a préalablement été 
adsorbé. L’IgGh-G4 traceur des IgGs totales humaines est ajouté avant réaction avec le réactif 
d’Ellman. La densité optique est alors mesurée à 414 nm après 1 h d’incubation et a révélé la 
présence d’IgGs sécrétés par les hybridomes sanguins. Cette expérience nous permet donc de 
110 
 
confirmer que l’hétéromyélome HM et les conditions de culture sont adéquats pour 
l’obtention d’hybridomes producteurs d’anticorps. Nous avons décidé d’utiliser ces conditions 
de culture et ce myélome pour fusionner les lymphocytes B immortalisés sécréteurs d’IgGs 
anti-SEB précédemment congelés (3 puits). 
 
4.5 Décongélation des trois puits d’immortalisation 1C2, 2C10, 1E3  
 Une ampoule de chacun des puits d’immortalisation 1C2, 2C10 et 1E3 est décongelée. 
La décongélation s’effectue selon la procédure connue : décongélation rapide de l’ampoule à 
37°C pour éviter les effets néfastes du DMSO et resuspension en milieu de culture préchauffé 
à 37°C. 4 jours après la décongélation, on dose les anticorps anti-SEB dans chacun des 
surnageants de cultureavec le test ELISA décrit dans le paragraphe précédent 2.1, Sélection 





































Figure 32. Dosage surnageants de décongélation de puits immortalisés de lymphocytes B mémoires 
sécréteurs d’IgGs anti-SEB.  
50 µl des surnageants de culture de décongélation purs sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant des 
plaques de titration où la neutravidine a préalablement été adsorbée. La SEB-biotinylée et l’IgGh-G4 sont 









Comme attendu, certains des lymphocytes B précédemment immortalisés ont perdu leur 
capacité de sécrétion des IgGs anti-SEB (puits 1E3). Par contre on observe (Figure 32) que 
des lymphocytes B immortalisés, issus des puits 1C2 et 2C10, continuent de sécréter des IgGs 
anti-SEB. Par conséquent les cellules des puits 1C2 et 2C10 sont fusionnés avec 
l’hétéromyélome HM selon le ratio 5-1. Les cellules correspondant au puits 1E3 sont 
également fusionnées pour servir de contrôle négatif. 
 
4.6 Fusion des puits d’immortalisation 1C2, 2C10 avec HM   
13x107 cellules 1C2 sont fusionnées avec 2,6x107 cellules d’hétéromyélome HM. 15x107 
cellules de 2C10 sont fusionnés avec 3x107 cellules d’hétéromyélome HM. 14x107 cellules de 
1E3 sont fusionnées avec 2,8x107 cellules d’hétéromyélome HM. Les produits de fusion sont 
resuspendus dans un milieu de culture contenant de l’HAT 50X et de l’ouabaïne à la 
concentration de 5x10-6 M puis déposés sur 5 plaques 96 puits contenant des cellules 
nourricières. Ces cellules nourricières (cellules mononuclées du sang (PBMCs) irradiées), 
produisent des facteurs de croissance favorisant la survie et la croissance des hybridomes. 
Après 7 jours et un changement de milieu, les plaques de fusions sont lues pour détecter la 
présence d’hybridomes.  
 
                                             
Figure 33. Hybridomes issus de la fusion des lymphocytes B immortalisés avec l’hétéromyélome HM. 





Pour les trois fusions, 100% des puits de fusion présentent des hybridomes.  
Comme attendu aucun des anticorps anti-SEB n’a été détecté, par le test 
immunoenzymatique, dans les surnageants de la fusion des cellules issus du puits 1E3. De 
même l’ensemble des puits de la fusion des cellules de 2C10 se sont révélés négatifs pour la 
présence d’anticorps anti-SEB. Par contre, nous avons pu identifier un puits de la fusion des 
cellules issues de 1C2 qui contenait un hybridome et pour lequel on obtenait un signal positif 
avec le test immunoenzymatique. Afin d’isoler et de stabiliser cet hybridome nous avons 
réalisé un clonage par dilution. Malheureusement au cours de ce clonage cet hybridome a 









  Du fait de l’absence de traitement contre l’entérotoxine B de Staphyloccocus aureus 
(SEB), et de la possibilité de s’en servir à des fins malveillantes, le développement d’outils 
thérapeutiques efficaces semble pertinent. Dans ce contexte, il est intéressant d’évaluer l’effet 
de l’immunothérapie, nous avons cherché à produire des anticorps dirigés contre la SEB. 
 Dans un premier temps, le dosage sous un format immunoenzymatique spécifique de 
la SEB nous a permis de détecter la présence d’IgGs anti-SEB dans les plasma des donneurs 
de sang utilisé. La présence d’IgGs spécifiquement dirigés contre la SEB est le reflet de la 
présence de lymphocytes B sécréteurs d’anticorps dirigés contre la SEB. Nous avons mis au 
point un protocole d’immortalisation efficace des lymphocytes B mémoires utilisant le virus 
Epstein-Barr (EBV). Nous avons ainsi réussi à obtenir 6 puits de lymphocytes B immortalisés 
par le virus Epstein-Barr et sécréteurs d’anticorps IgGs anti-SEB. Par contre, nous avons été 
confrontés à un problème de stabilité des lymphocytes B immortalisés et à une perte de la 
capacité de sécrétion en anticorps anti-SEB. Pour pallier ces problèmes, nous avons exploré 
différentes pistes. La première a consisté à cloner par dilution limite les lymphocytes B afin 
d’isoler la cellule sécrétrice d’anticorps et la stabiliser. Ces lymphocytes B immortalisés étant 
des grosses grappes, isoler une cellule s’est révélé compliqué voire impossible. Une seconde 
piste étudiée a été de coupler l’étape d’immortalisation virale à une immortalisation cellulaire 
avec un myélome.  
 
 Nous avons exploré différents protocoles d’immortalisation cellulaire impliquant des 
myélomes murins et un hétéromyélome humain/murin et les lymphocytes B immortalisés. 
Malheureusement, malgré diverses conditions de fusion aucun hybridome ne fut obtenu. Afin 
de mettre au point un protocole permettant la fusion de lymphocytes B humains, nous avons 
comparé différentes conditions de fusion avec l’hétéromyélome HM qui nous paraissait être le 
partenaire de fusion le plus adéquat. Pour cette étude, nous avons utilisé des lymphocytes B 
humains purifiés à partir de sang de donneurs. Cette étude nous a permis d’obtenir des 
hybridomes et donc de sélectionner les conditions les plus favorables pour la fusion. En 
utilisant ces conditions, nous avons réussi à obtenir un hybridome sécréteur d’anticorps anti-
SEB à partir de lymphocytes B préalablement immortalisés. Au cours des étapes de clonages 
nécessaire pour l’isolation et la stabilisation du clone, l’hybridome a malheureusement perdu 
sa capacité de production d’anticorps anti-SEB.  
 Malgré les limitations et les difficultés rencontrées avec cette technique, les anticorps 
humains issus de donneurs infectés ou vaccinés présentent un attrait en recherche et devraient 
être développés, ce qui demanderait notamment d’améliorer la stabilité et le rendement des 
115 
 
étapes d’immortalisation virale (partenaire virale EBV) et cellulaire (fusion avec un partenaire 
myélomateux). On pourrait également envisager d’obtenir l’ADN codant pour les anticorps 
humains par PCR à partir des grappes de cellules obtenues après immortalisation et qui 
produisent un anticorps d’intérêt. Par la suite cet anticorps pourrait être produit dans des 










A PARTIR DE 
LYMPHOCYTES B HUMAINS 
DE DONNEURS NAIFS  





 Dans la deuxième partie de ma thèse, nous nous sommes intéressés à la production 
d’anticorps monoclonaux humains à l’aide de lymphocytes B naïfs, extraits de sang 
périphérique, grâce à l’immunisation in vitro. L’immunisation in vitro consiste à stimuler in 
vitro par l’ajout d’un antigène-cible des lymphocytes B pour induire la production d’anticorps 
dirigés contre l’antigène. Cette stratégie pourrait permettre la production d’anticorps 
monoclonaux humains contre des antigènes pour lesquels il n’existe pas de donneurs infectés 
ou vaccinés. Mettre en place des protocoles d’immunisation in vitro nécessite une bonne 
connaissance sur le fonctionnement du système immunitaire, des lymphocytes B et de la 
réponse anticorps in vivo. Dans un premier temps, la réponse anticorps in vivo et la 
stimulation des lymphocytes B suite à la pénétration d’un agent étranger dans l’organisme 
seront présentés. Dans un second temps, seront présentés les résultats obtenus par 
immunisation in vitro avec deux molécules modèles, le peptide N-terminal de la toxine 
botulique A (TBA-Nter) et la protéine transactivatrice Tat101 du virus de l’immunodéficience 
de type 1 (VIH-1). 
 
1 La réponse anticorps in vivo 
 In vivo, la production d’anticorps spécifiques d’un antigène engage des lymphocytes 
B, des lymphocytes T, des cellules présentatrices d’antigène (CPA), des cytokines et des 
molécules de costimulation. Deux types de réponses anticorps existent selon la nature de 
l’antigène: la réponse T-dépendante et la réponse T-indépendante.  

1.1 La réponse anticorps T-dépendante  
 La réponse anticorps T-dépendante implique des lymphocytes B, des lymphocytes T et 
des cellules présentatrices d’antigène (CPA). Elle est basée sur la reconnaissance combinée de 
l’antigène par les lymphocytes T et B. La réponse T-dépendante nécessite la reconnaissance 
de l’antigène par les lymphocytes B, et en parallèle la reconnaissance de l’antigène par des 
CPA qui vont activer les lymphocytes T CD4+. Les lymphocytes B et T spécifiques de 
l’antigène vont ensuite interagir ensemble pour déclencher la production d’anticorps.  
Quand un agent étranger, un antigène, pénètre l’organisme, les CPA, généralement des 
cellules dendritiques, le captent, l’endocytent et le présentent sous forme de peptides 
antigéniques à la surface cellulaire via leur CMH II. Parallèlement, les lymphocytes B naïfs 
qui circulent en permanence dans l’organisme captent également l’antigène via leur Igs de 
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surface, le BCR (B Cell Receptor), l’endocytent et le présentent à la surface cellulaire sur leur 
CMH II. Seuls les lymphocytes B dont le BCR reconnait spécifiquement l’antigène vont être 
impliqués. Le complexe peptide antigénique/CMH II des CPA va activer via leur TCR les 
lymphocytes T CD4+ naïfs. Les lymphocytes T CD4+ activés vont ainsi reconnaitre sur les 
lymphocytes B activés des peptides issus du même antigène. Les lymphocytes T CD4+ 
activés et spécifiques de l’antigène vont stimuler par contact direct et par sécrétion de 
cytokines et molécules de costimulation les lymphocytes B spécifiques de l’antigène 
(Goodnow, 1997; Goodnow and Cyster, 1997). Cette stimulation va déclencher leur 
prolifération, la commutation de classe des Igs de l’isotype IgM vers les isotypes IgA, IgG, 
IgE et leur différenciation en plasmocytes sécréteurs d’anticorps et en lymphocytes B 
mémoires (Pape et al., 2007). Les lymphocytes T CD4+ avec l’interaction de leur molécule 
CD40 sur les lymphocytes B par leur ligand CD40L peuvent moduler la commutation 
isotypique vers des classes et sous-classes particulières d’anticorps. Ainsi, chez les souris, les 
lymphocytes T CD4+ producteurs d’IFN favorisent la commutation de classe des Igs vers 
des IgG2a, les lymphocytes T CD4+ producteurs de TGF- favorisent les IgG2b et IgG3 alors 
que les lymphocytes T CD4+ sécréteurs d’IL-4 favorisent les IgG1 et IgE (Deenick et al., 
2005). Chez l’homme, quelque soit la sécrétion des lymphocytes T CD4+, les IgG1 sont 
majoritairement produits (Plotkin, 2008). La réaction T-dépendante est rapide, des IgMs et de 
faibles taux d’IgGs apparaissent dans le sang quelques jours après l’entrée de l’antigène dans 
l’organisme. Cette réponse constitue la réponse anticorps primaire. Ces anticorps produits ont 
une faible affinité, car il n’y a pas eu de processus d’hypermutation/sélection. Cette réaction a 
une durée de vie courte et la plupart des cellules meurent par apoptose au bout de quelques 
jours. Une fois l’antigène éliminé grâce aux anticorps produits (neutralisation, cytotoxicité lié 
aux anticorps, paragraphe 2 Fonctions biologiques des anticorps, Introduction), une mort 
cellulaire a lieu et conduit à l’élimination des lymphocytes T et B impliqués dans la réponse. 
Une nouvelle exposition à l’antigène entraine la réactivation des lymphocytes B mémoires 
générés lors de la première réponse. Cette activation ne nécessite pas l’aide des lymphocytes 
T et donne lieu à des niveaux de réponse anticorps plus élevés avec une cinétique plus rapide 
que lors de la première immunisation. Les anticorps majoritairement produits lors de cette 




1.2 La réponse anticorps T-indépendante  
 La réponse T-indépendante comme son nom l’indique ne nécessite pas de 
lymphocytes T, mais implique des lymphocytes B et l’antigène. Cette réponse est induite par 
des antigènes particuliers : de gros antigènes (polymères, polysaccharides, 
lipopolysaccharidiques) exprimant des motifs répétés. Quand ces antigènes pénètrent 
l’organisme,  ils sont capables d’aller se fixer directement sur les BCR des lymphocytes B. 
Les lymphocytes B expriment plusieurs BCR ou Ig de surface sur leur membrane. Ces 
antigènes sont capables d’agréger les BCR à la surface des lymphocytes B grâce aux 
structures répétitives qu’ils possèdent. Ils sont à l’origine du « capping » ou regroupement des 
BCR qui permet d’apporter les signaux nécessaires à la prolifération et à la différenciation des 
lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Chez les rongeurs, au cours de la 
semaine qui suit l’immunisation, les lymphocytes B se différencient en plasmocytes subissant 
un niveau moyen de commutation isotypique d’IgM vers IgG et IgA. Chez l’homme, 
l’immunisation par les polysaccharides génère la production d’IgG d’affinité moyenne 
présentant des mutations dans les régions variables (Lucas and Reason, 1999; Zhou et al., 
2004). Après leur différenciation, les plasmocytes spécifiques des antigènes T persistent 
quelques temps avant de mourir par apoptose. Les antigènes T-indépendant n’induisent pas de 
réponse B mémoire et une seconde exposition induira une nouvelle réponse primaire.  
 L’immunisation in vitro tente de reproduire les interactions in vivo nécessaires entre 
les différents types cellulaires pour l’activation et la différenciation des lymphocytes B en 
plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Ces dernières années de nombreux laboratoires se sont 
intéressés à développer des anticorps contre des cibles pour lesquels ils n’existent pas de 
donneurs déjà immunisés, par immunisation in vitro. Différents anticorps dirigés contre 
l’insuline, la myoglobine, la bactérie Gram + Propionibacterium acnes, la toxine tétanique, la 
toxine cholérique, la glycoprotéine gp120 du virus VIH-1 ou contre un récepteur le FcRI 
ont été produit (Borrebaeck, 1983; Borrebaeck et al., 1987, 1988; Chin et al., 1994; Dueñas et 
al., 1996; Ichikawa et al., 1999; Jung et al., 2008; Shim et al., 2001; Tomimatsu et al., 2009; 
Volkman et al., 1982). 

2 L’immunisation in vitro 
Chez l’homme, pour déclencher la production d’anticorps, l’antigène, des lymphocytes B 
et T et les cellules dendritiques sont nécessaires (excepté dans le cas des gros antigènes, 
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paragraphe 1.2). Les stratégies d’immunisation in vitro visent à recréer à partir des cellules 
mononuclées du sang périphérique l’environnement nécessaire à l’activation de la réponse 
immunitaire et à la production d’anticorps. Il apparaît à première vue difficile de stimuler in 
vitro des lymphocytes T et des lymphocytes B, de les activer et de les faire se différencier en 
plasmocytes pour produire des anticorps (James and Bell, 1987; Lagacé and Brodeur, 1985; 
Olsson et al., 1983). Pourtant, malgré ces difficultés, le sang reste la source privilégiée 
d’obtention de cellules. Il permet du fait d’un accès facilité de pouvoir multiplier les 
expériences. Néanmoins, le sang et les cellules mononuclées qu’il contient constituent une 
source appauvrie en lymphocytes et en particulier en lymphocytes B contrairement aux 
amygdales (ganglions). Pourtant, les premières publications à ce sujet par le groupe de 
Borrebaeck montrent une production d’anticorps contre les cibles choisies dans leur étude 
(myoglobine, KLH, gélatine) à partir de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs). 
Le système d’immunisation in vitro de Borrebaeck repose sur la purification des cellules 
mononuclées du sang (PBMCs) sur gradient de Ficoll, sur leur traitement avec un agent 
particulier le Leu-OMe (méthyl ester de L-Leucine) et sur l’addition de cytokines ou de 
lymphokines en présence de l’antigène d’intérêt (Borrebaeck et al., 1987, 1988; Danielsson et 
al., 1987). La présence de cellules telles que des lymphocytes Natural Killer ou des 
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques inhiberait l’activation de la réponse immunitaire et la 
production d’anticorps. En effet, les cellules cytotoxiques pourraient éliminer l’antigène avant 
même qu’il n’ait vu les cellules ou éliminer les cellules portant l’antigène. Pour éviter cela, on 
utilise le Leu-OMe, agent provoquant la lyse des cellules riches en lysosome tel que les 
Natural Killer ou les monocytes exprimant le récepteur pour le facteur 3 du complément ou 
encore les lymphocytes T cytotoxiques (Borrebaeck et al., 1988; Thiele et al., 1983). De ce 
fait, Borrebaeck dispose d’un pool de cellules comprenant lymphocytes B, lymphocytes T, 
cellules dendritiques, pool adéquat et efficace à l’immunisation in vitro. L’ajout de l’antigène 
et des lymphokines mime l’environnement d’activation et permet une prolifération et une 
différenciation des cellules. Borrebaeck a montré que des PBMCs traités avec le Leu-OMe en 
présence de l’antigène et des cytokines augmentent de 10 fois la production en anticorps 
comparé aux PBMCs non traités avec Leu-OMe. De même, il montre que la présence de 
l’antigène est nécessaire, en effet avec la coculture de cellules adéquates et les cytokines mais 
sans antigène la production en anticorps chute de 40 fois. L’ajout des cytokines favorise la 
réponse. Aujourd’hui, la majorité des publications sur l’immunisation in vitro utilise le Leu-
OMe et diverses cytokines notamment un cocktail IL-2, IL-4, et des séquences 
immunostimulatrices, les CpG (Brams et al., 1993a; Ichikawa et al., 1999; Shim et al., 2001). 
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Récemment le groupe de Lanzavecchia a montré l’importance des CpG dans la stimulation et 
la survie des lymphocytes B (Bernasconi et al., 2002). 
L’immunisation in vitro est une technologie induisant majoritairement des anticorps de 
type IgM contre les cibles choisies. Ces anticorps sont en général de faible ou d’affinité 
intermédiaire (Borrebaeck, 1988; Borrebaeck et al., 1988) illustrant ainsi la réponse primaire 
en anticorps. Des publications ont montré la production d’anticorps de type IgG contre des 
cibles à l’aide d’une double immunisation in vitro. Deux immunisations in vitro successives 
en présence de cytokines, de l’antigène et surtout d’un anti-CD40 ont conduit à obtenir des 
anticorps IgGs dirigés contre la toxine tétanique, ou la gp120 (Chin et al., 1994; Dueñas et al., 
1996; Zafiropoulos et al., 1997; Zafiropoulos et al., 2000).   
Aujourd’hui, pour produire des anticorps à partir de lymphocytes B naïfs, des protocoles 
d’immunisation in vitro utilisant l’antigène seul (Kudo et al., 1988), ou l’antigène en présence 
de cytokines (Danielsson et al., 1987; Wohlleben et al., 1996) ou encore l’antigène, les 
cytokines et des CpG sont décrits (Jung et al., 2008; Tomimatsu et al., 2009). Les cellules 
issues de l’immunisation in vitro peuvent être immortalisées avec un partenaire viral (EBV) 
ou un partenaire cellulaire de type myélome (fusion avec des myélomes murins ou 
hétéromyélome) pour stabiliser leur production en anticorps.  
Dans notre système d’immunisation, nous avons tenté de reproduire la réponse anticorps 
sans utiliser le Leu-OMe, mais en purifiant à l’aide de billes magnétiques toutes les cellules 
nécessaires à une réponse anticorps (lymphocytes T, lymphocytes B, monocytes). Dans un 
premier temps, nous avons dû mettre en place un protocole d’immunisation in vitro efficace. 
Pour cela, nous avons comparé deux protocoles. Le premier protocole est basé sur une 
activation par des cytokines et l’antigène des cellules mononuclées du sang (PBMCs) après 
élimination des Natural Killer (NK). Le deuxième protocole consiste à activer séparément des 
monocytes et des lymphocytes (B et T) puis à les cocultiver. Afin d’évaluer ces deux 
protocoles d’immunisation in vitro, nous avons utilisé comme modèle le peptide N-terminal 
de la toxine botulique A.  
Une fois le protocole mis en place, nous avons essayé de l’optimiser avec un second 
modèle d’étude, la protéine Tat101 du virus de l’immunodéficience humaine VIH-1.  
Dans une première partie, je vais présenter le modèle d’étude de la toxine botulique A et 
les résultats obtenus dans la mise en place du protocole d’immunisation in vitro, puis dans une 
seconde partie je m’intéresserai au modèle de la protéine Tat101 du VIH-1 et aux résultats 
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Nous avons utilisé la toxine botulique A et en particulier un de ses fragments pour mettre 
au point un système d’immunisation in vitro efficace contre cette molécule. La toxine 
botulique A nous a semblé un bon modèle. En effet, en absence de médicaments efficaces 
contre cette toxine, l’immunothérapie parait indiquée pour lutter contre ses effets. Nous avons 
donc cherché à produire des anticorps humains par immunisation in vitro contre le peptide N- 
terminal de la toxine botulique A qui correspond à son domaine de liaison sur les cellules. 
Dans une première partie, les toxines botuliques seront décrites avant de présenter dans une 
seconde partie les résultats obtenus lors de la mise au point du protocole d’immunisation in 
vitro et sur la production d’anticorps contre cette toxine. 
 
1 Clostridium botulinum et ses toxines  
1.1 Clostridium botulinum 
 Clostridium botulinum est une bactérie de type Gram + capable de sporuler (Figure 
34). Elle se retrouve dans le sol, l’eau et les fèces. Clostridium botulinum a pu être isolée dans 
différentes parties du monde (Europe, Asie, Afrique, Australie, Amérique du Nord et du Sud) 
ainsi que dans des sédiments marins (Holdeman, 1970), (Johnson and Bradshaw, 2001). Les 
spores peuvent se retrouver dans les aliments. Clostridium botulinum produit des toxines 
mortelles pour l’homme et les animaux. Ces toxines appelées les toxines botuliques induisent 
des paralysies progressives causées par l’inhibition de la libération d'acétylcholine au niveau 
de la jonction neuromusculaire. Les toxines botuliques, à l’origine du botulisme, sont les plus 




Figure 34. Clostridium botulinum.  
Sous forme de bacille est représentée la forme végétative tandis que les spores sont rondes.  D’après 




1.2 Les toxines botuliques produites par Clostridium botulinum 
1.2.1 Les différents types 
 Lorsque les conditions environnementales le permettent, Clostridium botulinum 
produit et libère ses toxines. Clostridium botulinum peut produire sept types ou sérotypes de 
toxines, de A à G. Au sein d’un même sérotype, des sous-types basés sur des variations de 
séquences en acides aminés existent. Par exemple, le sérotype A possède 5 sous-types 
(BoNT/A1 à BoNT/A5) (Arndt et al., 2006), (Carter et al., 2009). Ces différents types sont 
capables d’agir au niveau de la terminaison nerveuse du neurone mais n’ont pas tous le même 
mode d’action. Ainsi, ces toxines exercent des activités toxiques différentes et présentent des 
durées de vie variables de 1 jour à plus d’un mois. Le sérotype A est le plus dangereux et le 









Tableau 6. Action paralysante des différents sérotypes des BoNTs. D’après (Poulain and Humeau, 2003). 

1.2.2 Leur synthèse 
 La bactérie Clostridium botulinum synthétise une toxine appelée neurotoxine 
botulique (BoNT) de 150 kDa. Certaines toxines sont produites à l’intérieur de la cellule et 
s’échappent à travers la paroi tandis que d’autres sont libérées après l’autolyse des cellules 
(Johnson and Bradshaw, 2001). Une fois libérée dans le milieu, la neurotoxine botulique 
(BoNT) de 150 kDa va se complexer à des protéines accompagnatrices non toxiques (ANTPs) 
également produites par Clostridium botulinum. Les protéines accompagnatrices protègent la 
toxine lors de l’intoxication, rendant le complexe plus toxique (Sugiyama, 1980).  
Sévérité du botulisme  
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Les toxines botuliques s’associent à une ou plusieurs ANTPs dont la composition varie selon 
les sérotypes et les conditions de culture. Les toxines botuliques sont ainsi présentes sous 
forme de complexes de taille de 300 à 900 kDa.  
 
1.2.3 Mode d’action des toxines botuliques  
 Les toxines botuliques s'associent à des protéines non toxiques formant ainsi des 
complexes botuliques de grande taille. Ces complexes du fait de leur grande résistance à 
l'environnement ne sont pas dégradés lors de leur passage dans l'estomac et l'intestin. C'est 
ainsi que les toxines botuliques traversent la muqueuse intestinale. Elles diffusent alors par 
voie sanguine et lymphatique et se fixent sur les extrémités des neurones dans lesquels elles 
pénètrent par endocytose. Les toxines botuliques clivent par protéolyse une des trois protéines 
formant le complexe SNARE qui a un rôle majeur dans l'exocytose des vésicules synaptiques. 
De ce fait la libération de l'acétylcholine dans l'espace des jonctions neuro-musculaires du 
système nerveux autonome (parasympathique) est inhibée, ce qui se traduit cliniquement par 
une paralysie. La liaison de la toxine à la jonction neuromusculaire est irréversible. La toxine 
botulique ne franchit pas la barrière hémato encéphalique, ce qui explique l'absence d'atteinte 
du système nerveux central. 

1.3 Les différents modes de contamination des toxines botuliques 
 Le botulisme et ses toxines ne sont pas contagieux. On distingue actuellement chez 
l’homme quatre modes de contamination par les toxines botuliques :  
 
- le botulisme d'origine alimentaire résultant de l'ingestion d'un aliment contaminé par 
Clostridium botulinum et dans lequel la toxine botulique a été produit. C'est le seul mode 
actuellement en cause en France. La toxine est directement ingérée avec l'aliment 
contaminant, habituellement une conserve de fabrication artisanale. Le botulisme humain est 
une maladie rare avec environ 10 à 25 cas par an en France. 
 
- le botulisme néonatal ou toxi-infection lié à la production endogène de toxines après 
germination de spores de Clostridium botulinum dans l'intestin. La flore digestive du 
nouveau-né est incomplètement constituée et/ou fonctionnelle et n'a donc pas d'effet 




- le botulisme par blessure ou inoculation causé par le développement de Clostridium 
botulinum et la production de toxines botuliques au niveau des plaies contaminées. La toxine 
passe alors directement dans la circulation générale.  
 
- le botulisme par colonisation de l'intestin adulte similaire au botulisme néonatal dans sa 
pathogénèse. Il apparaît chez des enfants âgés et des adultes qui ont subi une chirurgie de 
l'intestin ou qui souffrent d'un gros déséquilibre de leur flore intestinale. 

1.4 Les symptômes de l’intoxication 
 Les symptômes sont une sécheresse de la bouche et des muqueuses, des troubles de la 
vision, des réflexes cardiovasculaires anormaux, des troubles digestifs (nausée, vomissement) 
et beaucoup d’autres symptômes qui précèdent l’apparition des troubles moteurs, à savoir une 
paralysie qui affecte les muscles du crâne, du cou, des membres puis du diaphragme. La mort 
intervient suite à un arrêt respiratoire ou à une seconde infection lors d'une assistance 
respiratoire prolongée. Ces symptômes apparaissent entre 12 h et 72 h après l’intoxication 
(Arnon et al., 2001). Les différentes toxines provoquent toutes les mêmes symptômes. La 
sévérité des symptômes et la rapidité de la période d’incubation dépendent de la quantité de 
toxine absorbée et du sérotype (Arnon et al., 2001). Le sérotype A est responsable des formes 
les plus sévères, en particulier d’une forte atteinte des muscles de la respiration (Woodruff et 
al., 1992).  
 
1.5 Diagnostic 
 Le diagnostic est réalisé sur les échantillons de patients (sérum, fèces, aspiration 
gastrique) ou sur des échantillons de nourriture suspectée. Des tests rapides et fiables comme 
les ELISA et des tests bandelettes sont disponibles. La spectrométrie de masse peut également 
être utilisée pour détecter des peptides libérés par les toxines. Une nouvelle technique 
développée utilisant un test fluorimétrique in vitro permet d’avoir des résultats comparables 
au test standard dans un délai de 2 h avec une sensibilité de 60 pg de toxine (Poras et al., 
2009). Les tests biologiques utilisant des souris  sont les standards de référence pour la 
détection et la quantification des toxines, avec des résultats obtenus entre 6 et 96 h et des 
sensibilités de détection de 0.03 ng de toxine (Arnon et al., 2001).  
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1.6 Traitements contre le botulisme 
Aujourd’hui, il n’existe pas d’antibiotiques pour lutter contre le botulisme. Un vaccin 
basé sur une anatoxine pentavalente (A-E) détoxifiée par l’ajout de formaldéhyde et 
reformulée est utilisé actuellement par les forces armées américaines en prévention d’une 
intoxication. Cette vaccination n’est pas appliquée à des fins préventives au reste de la 
population mondiale. En cas d’intoxication aux toxines botuliques, le seul traitement est 
l’immunothérapie et la respiration artificielle. L’immunothérapie consiste en l’administration 
passive d’antitoxines. Deux antitoxines sont principalement utilisées : l’antitoxine équine 
bivalente et une antitoxine humaine : 
- l’antitoxine équine préparée à partir de sérum de cheval contient des anticorps 
bivalents (anti-sérotypes A et B). Cette antitoxine est la plus couramment utilisée. Il existait 
également deux autres antitoxines équines la trivalente ABE et l’heptavalente ABCDEFG, 
mais qui ne sont plus disponibles. 
- la BabyBIG ou BIG-IV (human Botulism Immun Globulin IntraVenous) est une 
antitoxine pour traiter le botulisme infantile. C’est une préparation d’Igs obtenue à partir de 
sérum humain et provenant de volontaires immunisés avec 5 sérotypes (A-E). Cette antitoxine 
est utilisée pour le traitement des intoxications dues aux sérotypes A et B. 
Ces antitoxines doivent être administrées le plus tôt possible, idéalement dans les 24 h qui 
suivent l’apparition des symptômes, car elles ne peuvent neutraliser que la toxine circulante 
qui ne s’est pas encore fixée aux neurones (Tacket et al., 1984). 
Bien que ces antitoxines soient efficaces, elles posent néanmoins certains problèmes. 
L’antitoxine équine induit des réactions immunitaires secondaires, allant jusqu’aux chocs 
anaphylactiques. De plus, la demi-vie courte des Igs (5 à 7 jours) limite leur efficacité. 
L’antitoxine humaine ne pose pas le problème des effets secondaires, mais plutôt celui de la 
disponibilité des donneurs. Pour pallier ces soucis, des équipes ont développé des anticorps 
chimériques (murin/humain) et humain contre la toxine botulique A notamment. Ainsi, le 
groupe de Marks a produit des anticorps chimériques et des anticorps humains en utilisant la 
technologie du phage display pour réaliser des banques d’anticorps (scFv) à partir de souris 
ou d’humains immunisés (Amersdorfer et al., 1997),(Nowakowski et al., 2002). D’autre part, 
Adekar à partir du sang d’un volontaire immunisé avec un vaccin existant a isolé les 
lymphocytes B mémoires et les a fusionnés avec des cellules de myélome pour produire un 
anticorps dirigé contre la toxine botulique A (Adekar et al., 2008b). Cependant, 
l’immunisation de volontaires sains non pas pour les protéger contre une infection mais pour 
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obtenir des lymphocytes B mémoires peut constituer un problème éthique. L’immunisation in 
vitro contre la toxine botulique A nous a semblé une bonne alternative.  

1.7 Les différentes utilisations des toxines botuliques 
1.7.1  Un outil thérapeutique 
 La toxine botulique est utilisée en médecine et en cosmétique. En médecine, la toxine 
botulique du fait de son action paralysante est devenue un outil pour traiter certaines maladies, 
ou syndromes humains causés par l’hyperréactivité des nerfs périphériques.  
Par exemple, la toxine botulique A a été utilisée pour traiter le strabisme et le spasme 
hémifacial ainsi que différents types de dystonie, syndrome de contraction continue et 
involontaire des muscles qui comprend le blépharospasme (contraction des paupières), 
dystonie crânienne, oromandibulaire, cervicale et laryngée (Mahant et al., 2000). Son 
utilisation peut également s’étendre aux torticolis, migraines, troubles des cordes vocales, 
paralysies spasmodiques, l’hyperhidrose (transpiration excessive), ainsi qu’à d’autres troubles 
associés à une hyperréactivité musculaire, une hypersécrétion glandulaire et à la douleur. 
Aujourd’hui, la toxine botulique A trouve tout son intérêt en cosmétique. La toxine botulique 
A est utilisée comme médicament, sous la dénomination commerciale de Botox® (Allergan) et 
de Dysport® (Ipsen), pour lutter contre les rides (Wohlfarth et al., 2004). La toxine botulique 
B a également été commercialisée sous le nom de Neurobloc® (Elan Pharmaceuticals).  

1.7.2 Une arme potentielle du bioterrorisme  
 La toxine botulique est la toxine la plus puissante actuellement connue (Gill, 1982). La 
dose mortelle chez l’homme a été estimée à 1 ng/kg par injection intraveineuse ou sous-
cutanée du sérotype A, alors que la DL50 est de 3 ng/kg par inhalation. Les modes de 
dissémination des toxines sont l’inhalation ou l’ingestion. Le sérotype A est le plus 
dangereux. En raison de leur extrême toxicité, de leur disponibilité et de leur relative facilité 
de production, les toxines botuliques sont considérées comme arme potentielle bioterroriste, 
classées comme agent de catégorie A par le CDC (Centre de Contrôle et de prévention des 
Maladies ou Center for Disease Control and Prevention). Dans les années 1930, l’armée 
japonaise a testé la toxine botulique A sur des prisonniers en leurdonnant de la nourriture 
contaminée. Plus récemment (en 1990), l’Iraq a admis avoir produit 19000 L de toxines 
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botuliques concentrées, ce qui représente environ trois fois la quantité nécessaire pour faire 










 Le but de cette étude est de produire des anticorps monoclonaux humains à but 
thérapeutique, à partir de lymphocytes B naïfs. Nous avons utilisé comme antigène le peptide 
N-terminal de la toxine botulique A (TBA-Nter) d’environ 2 kDa. Nous avons produit des 
anticorps dirigés contre ce peptide par immunisation in vitro couplée à une étape 
d’immortalisation soit virale (avec l’EBV) soit cellulaire (fusion avec un myélome murin-
humain, l’hétéromyélome HM).   
 
1 Vérification de l’absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans 
le plasma du donneur utilisé   
 L’objectif de cette étude étant la production d’anticorps par immunisation in vitro, à 
partir de donneurs humains n’ayant jamais rencontré notre cible, le peptide TBA-Nter, nous 
avons vérifié l’absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans le plasma du donneur utilisé. En effet 
comme nous l’avons décrit précédemment, certaines personnes peuvent avoir été traitées avec 
de la toxine botulique ce qui peut provoquer une réponse immunitaire et donc la production 
d’anticorps. Pour cela, le plasma d’un donneur individuel, dilué en série de 1/10 au 1/106, a 
été incubé une nuit sur une plaque recouverte avec de la TBA-Nter couplée à la BSA (TBA-
NterBSA) (1 µg/ml) et une plaque recouverte avec de la BSA (1 µg/ml) en présence ou non 
du peptide TBA-Nter en compétition (25 µg/ml). Des traçeurs spécifiques des IgMs humaines 
et des IgGs humaines totales sont ajoutés pour détecter la présence d’IgMs et d’IgGs anti-
TBA-Nter (paragraphe 8.2 Les dosages immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et 
Méthodes). Le témoin EIA (tampon de dilution des échantillons) est utilisé comme contrôle 
négatif.  
Chaque dilution de plasma est testée en duplicat. Les valeurs représentées dans les graphes de 
la figure suivante correspondent à la différence entre les signaux obtenus sur la plaque 
recouverte avec de la TBA-Nter couplé à la BSA (TBA-NterBSA) et ceux observés sur la 




















































































Figure 35. Dosage des anticorps anti-TBA-Nter dans le plasma de donneur individuel.  
50 µl de plasma d’un donneur  individuel dilué du 1/10 au 1/106 est testé à l’aide d’un immunodosage comparant 
les résultats obtenus sur des plaques de titration où soit l’immunogène TBA-NterBSA soit la BSA a 
préalablement été adsorbée. Le peptide TBA-Nter à 25 µg/ml (50 µl) est ajouté ou non en compétition. Les 
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs, graphe (A)) et IgGh-G4 (détection IgGs, graphe (B)) sont ajoutés. 
L’activité enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 





Le choix de la TBA comme antigène d’intérêt fut en partie motivé par le fait que dans la 
population peu de personnes ont déjà été exposées à la toxine botulique A excepté les 
personnes ayant recours depuis quelques années à la technique de rajeunissement BoTox. 
Comme attendu, nous avons constaté que le plasma du donneur testé ne présente pas de 
différences de signaux en présence et en absence du peptide TBA-Nter pour les IgMs (Figure 
35 (A)). On observe des différences de signal pour les IgGs, pour les dilutions 1/10 et 1/1000 
(Figure 35 (B)). On peut considérer que ces différences sont inhérentes à la variabilité du 
dosage plutôt qu’à la présence d’anticorps anti-TBA-Nter qui aurait dû se traduire par des 
signaux plus faibles en présence du peptide TBA-Nter. Le plasma testé ne contenait donc pas 
d’anticorps dirigés spécifiquement contre le peptide N-terminal de la TBA. Ceci illustre 
l’absence de lymphocyte B sécréteurs d’anticorps dirigés contre le peptide N-terminal de la 
toxine botulique A chez le donneur utilisé. L’immunisation in vitro en utilisant les cellules 
sanguines issues du sang de ce donneur a donc été réalisée. 

2 Mise au point d’un protocole d’immunisation in vitro  
efficace contre la TBA-Nter : comparaison de deux 
protocoles 
 Pour l’immunisation in vitro nous avons évalué deux protocoles :  
 
- le premier protocole est basé sur une activation par des cytokines et l’antigène des 
cellules mononuclées du sang (PBMCs) après élimination des Natural Killer (NK). 
 
- le deuxième protocole consiste à cocultiver des monocytes maturés en cellules 
dendritiques et stimulés avec l’antigène avec des lymphocytes B et T activés avec 
des interleukines et des CpG.  
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2.1 Protocole 1 : Elimination des lymphocytes Natural Killer (NK) et 
activation par des cytokines et l’antigène 

2.1.1 Méthodologie utilisée 
Cette première stratégie d’immunisation in vitro est basée sur l’élimination des Natural 
Killer (NK) des cellules mononuclées du sang (PBMCs) et l’activation des cellules par un 
cocktail de cytokines et par l’antigène, le peptide TBA-Nter. En effet, les NK pourraient 
inhiber l’activation de la réponse immunitaire et la production d’anticorps contre notre cible 
(paragraphe précédent 2 Immunisation in vitro). Ce protocole se déroule sur sept jours. Le 
premier jour (J0), une élimination des NK par des billes magnétiques à partir de 5x108 
PBMCs est effectuée. Les NK possèdent un marqueur membranaire spécifique le CD56. Des 
billes magnétiques couplées à un anticorps anti-CD56 (Miltenyi Biotec human CD56 
MicroBeads) permettent d’éliminer les NK après passage sur colonne en présence d’un 
aimant (paragraphe 4 Préparation des cellules, Matériels et Méthodes). Après passage sur 
colonne, la fraction sans NK est récupérée soit (3,75x108 cellules). Le taux de récupération 
des PBMCs NK- (75%) est satisfaisant étant donné que les cellules NK- représentent un 
pourcentage de 5 à 12 % des PBMCs. Nous décidons d’utiliser le maximum de ces cellules et 
de réaliser 24 puits d’immunisation in vitro. Sur cette fraction PBMCs NK- contenant tous les 
types de cellules nécessaires à l’immunité primaire, des cytokines de type GM-CSF et IL-4 
sont ajoutées pour permettre la maturation des monocytes en cellules dendritiques. En 
parallèle, le peptide TBA-Nter et un cocktail d’autres cytokines comprenant de l’IL-2 et l’IL-
4 et des CpG (séquences immunomodulatrices stimulant la prolifération et la différenciation 
des lymphocytes B,) est ajouté. La concentration de 10 µg/ml en antigène étant la 
concentration la plus décrite dans la littérature pour ce type de protocole (Borrebaeck, 1983; 
Borrebaeck et al., 1987, 1988; Chin et al., 1994; Dueñas et al., 1996; Ichikawa et al., 1999; 
Jung et al., 2008; Shim et al., 2001; Tomimatsu et al., 2009; Volkman et al., 1982), c’est donc 
celle que nous utiliserons.  
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Au troisième jour (J3) après la première stimulation, une seconde stimulation avec à la 
fois l’antigène et le cocktail de cytokines IL-2, IL-4 et CpG est effectuée pour favoriser une 
réponse anticorps et peut être une commutation isotypique vers des IgGs. Au septième jour 









Figure 36. Protocole d’immunisation in vitro par élimination des NK et activation cellulaire simultanée. 


2.1.2 Vérification de l’élimination des NK, de la présence de lymphocytes 
B, T et de monocytes et mesure de l’activation de la réponse immunitaire  

 Afin de vérifier que les NK ont bien été éliminés et que les lymphocytes T, B ainsi que 
les monocytes sont bien présents, des expériences de cytométrie en flux utilisant des anticorps 
dirigés contre des marqueurs spécifiques de chacun des types cellulaires et couplés à des 
fluorophores sont réalisées. D’autre part, à J7 les mêmes marquages sont réalisés. Par 







Figure 37. Graphes de cytométrie. Vérification de l’élimination des NK, de la présence des cellules 
nécessaires lymphocytes B, T, monocytes.  
100 000 cellules à J0 et à J7 sont marquées avec des anticorps spécifiques de chacun des types cellulaires 
couplés à des fluorophores pendant 35 min à 4°C. (anticorps anti-CD3 humain  marqué au PE-Cy5 (lymphocytes 
T), anticorps anti-CD20 humain marqué FITC (lymphocytes B), anticorps anti-CD14 humain couplé FITC 
(monocytes) et anticorps anti-CD56 humain couplé au PE (NK)).  
 
Dans la population des cellules utilisées pour l’immunisation in vitro 4 % des cellules 
sont CD56+, les cellules NK n’ont donc été que partiellement éliminées (Figure 37).  
Les marqueurs membranaires spécifiques des lymphocytes T, des lymphocytes B et 
des monocytes sont respectivement les CD3, CD20 et CD14. On observe sur la Figure 37, un 
fort pourcentage de cellules positives à J0 pour CD3, CD20 et CD14. Ces forts marquages 
pourraient s’expliquer par une fixation non spécifique des anticorps utilisés. Pour pallier ce 
problème, l’utilisation d’un isotype contrôle de chaque marqueur aurait été nécessaire. Entre 
J0 et J7, pour  les cellules CD14+ (monocytes), on observe une diminution du pourcentage 
qui pourrait être due à la différenciation des monocytes en cellules dendritiques. Pour 
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confirmer cette différenciation, nous disposons d’anticorps dirigés contre des marqueurs de 
cellules dendritiques, le CD11c (cellules dendritiques), le CD40 (cellules dendritiques et 
activation réponse immunitaire), le CD86 (cellules dendritiques, lymphocytes B et activation 
réponse immunitaire) et HLADR (marqueur lymphocytes B et activation réponse 
immunitaire). Ces marqueurs vont également nous permettre de visualiser l’activation des 
lymphocytes B et de la réponse immunitaire. Ces différents marqueurs sont utilisés avec des 
cellules non immunisées « in vitro » et avec des cellules immunisées à sept jours, J7.  


Figure 38. Graphes de cytométrie. Mesure de l’activation de la réponse immunitaire.  
100 000 cellules à J0 et J7 sont marqués avec des anticorps spécifiques de différents marqueurs : CD11c 
(cellules dendritiques), CD40 (cellules dendritiques et activation réponse immunitaire), CD86 (cellules 
dendritiques, lymphocytes B et activation réponse immunitaire) et HLADR (marqueur lymphocytes B et 




 On note sur la Figure 38 une augmentation du pourcentage de l’ensemble des cellules 
marquées par les différents anticorps utilisés après immunisation « in vitro ». Cela confirme la 
différenciation de monocytes en cellules dendritiques et l’activation de la réponse 
immunitaire. Pour compléter ces résultats de cytométrie, nous avons observé les cellules avant 
et après immunisation « in vitro » au moyen d’un microscope optique.
 
Figure 39. Photos de microscopie d’un puits d’immunisation in vitro à J0 et à J7. Microscope optique. 

 Avant stimulation J0 (Figure 39), les cellules sont rondes. Après 7 jours de stimulation 
« in vitro » J7 (Figure 39), on observe des cellules de forme étoilée caractéristique des 
cellules dendritiques. On observe également un amas cellulaire caractéristique d’une 
prolifération de lymphocytes. Ces changements de morphologie des cellules viennent donc 
confirmer nos résultats de cytométrie.  
 Afin de déterminer si l’activation de la réponse immunitaire induite par 







TBA-Nter, un dosage de ces anticorps (IgMs et IgGs) a été effectué dans les surnageants de 
culture après sept jours d’immunisation in vitro.  

2.1.3 Dosages des anticorps anti-TBA-Nter 
 A J7, les surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro (n=24) sont testés 
purs et au 1/10 selon un test ELISA utilisant des plaques recouvertes avec de la TBA-Nter 
couplé à la BSA (TBA-NterBSA) (1µg/ml) et des plaques recouvertes avec de la BSA 
(1µg/ml).  
Des traçeurs spécifiques des IgMs humaines et des IgGs humaines totales sont ajoutés pour 
détecter la présence d’IgMs et d’IgGs anti-TBA-Nter (paragraphe 8.2 Les dosages 
immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et Méthodes). En parallèle on réalise ce 
même dosage avec des surnageants correspondant à des cellules stimulées avec l’antigène 
seul (n=1), avec les cytokines seules (n=1) ou non stimulées (n=1). Un témoin sans cellules 














































































































Figure 40. Dosage des IgGs et des IgMs anti-TBA-Nter dans les surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro/élimination des NK à J7.  
50 µl des surnageants de culture purs  pour le dosage des IgGs (A) ou dilués au 1/10 pour le dosage des IgMs (B) 
sont testés à l’aide d’un dosage utilisant des plaques revêtues de l’immunogène TBA-NterBSA ou de BSA seule. 
Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. L’activité 
enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm.  
 
On observe sur la Figure 40 (A) que les signaux obtenus lors du dosage IgGs avec les 
surnageants purs sont très faibles. Les différences d’environ 0.04 DO entre les plaques TBA-
NterBSA et BSA seules pour la stimulation avec l’antigène seul ou avec les cellules sans 
stimulation ne sont pas significatives. D’autre part, aucune différence de signal n’est 
osbservée entre les deux types de plaques pour les surnageants des cellules immunisées in 
vitro. On peut conclure de cette expérience que le protocole d’immunisation utilisé ne permet 
pas la production d’IgGs spécifiques du peptide TBA-Nter.  
Concernant le dosage des IgMs (Figure 40 (B)) on note, pour les surnageants des cellules 
traitées suivant le protocole d’immunisation in vitro ou avec l’antigène seul, des signaux 
beaucoup plus élevés sur la plaque TBA-NterBSA que sur la plaque BSA seule. Cette 
différence révèle la production d’IgMs spécifiques du peptide TBA-Nter dans ces deux 
conditions de culture. Par contre comme attendu aucune différence n’est observée pour les 
autres conditions de culture (cytokines seules et cellules seules).  
De façon surprenante l’immunisation in vitro avec l’antigène seul semble aussi efficace que 
l’immunisation avec ajout de cytokines dont le rôle est d’activer la réponse immunitaire. Cela 
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pourrait être dû à la présence de lymphocytes B mémoires réactivés par l’antigène. Cependant 
dans ce cas de figure, cette réactivation devrait induire également la production d’IgGs 
spécifiques dupeptide TBA-Nter (voir paragraphe 1.1 la réponse T-dépendante), ce qui n’est 
pas notre cas. On peut envisager pour expliquer ce résultat que l’antigène seul active 
l’ensemble des cellules nécessaires à la réponse immunitaire (lymphocytes T, monocytes) et 
ainsi induire la production des cytokines impliquées dans l’activation des lymphocytes B. Il 
faut cependant rester prudent dans nos hypothèses car un seul puits a été réalisé avec 
l’antigène seul. 
L’absence d’IgGs spécifiques tend à démontrer que l’immunisation in vitro a déclenché une 
réponse immunitaire primaire impliquant des lymphocytes B naïfs. 
De même dans la littérature, la majorité des anticorps obtenus suite à l’immunisation in vitro 
sont des IgMs (Borrebaeck, 1988; Borrebaeck et al., 1988) (Borrebaeck, 1983; Borrebaeck et 
al., 1987, 1988; Chin et al., 1994; Dueñas et al., 1996; Jung et al., 2008; Tomimatsu et al., 
2009; Volkman et al., 1982).  
Nous avons testé un second protocole d’immunisation in vitro dans lequel les monocytes et 
les lymphocytes sont activés séparément puis co-cultivés.  
 
2.2 Protocole 2 : Activation séparée des monocytes et des 
lymphocytes  
2.2.1 Méthodologie utilisée  
 Nous avons testé un second protocole d’immunisation in vitro basé sur la coculture de 
monocytes et de lymphocytes (B et T) préalablement activés. Les monocytes (CD14+) sont 
purifiés à partir de PBMCs (5x108 cellules) grâce à des billes magnétiques recouvertes 
d’anticorps anti-CD14 déposées dans une colonne avec un aimant. Deux fractions sont 
obtenues après passage sur la colonne : la fraction CD14+ qui correspond à la fraction retenue 
sur la colonne contenant les monocytes et la fraction CD14- correspondant à la fraction non 
retenue sur la colonne dépourvue de monocytes. La fraction CD14+ répresente environ 5x107 
cellules. Les monocytes ainsi obtenus sont incubés avec du GMC-SF, de l’IL-4 pendant 6 
jours pour permettre leur maturation en cellules dendritiques sur une plaque 24 puits puis on 
ajoute le peptide TBA-Nter pendant 24 heures. En parallèle, on élimine les cellules NK 
(CD56+) de la fraction CD14- grâce à des billes magnétiques recouvertes d’anticorps anti-
CD56. A partir de la fraction CD14- contenant environ 3x108 cellules, nous réussissons à 
récupérer environ 2x108 cellules sans NK. Cette fraction contenant les lymphocytes B et T 
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contenus dans cette fraction (CD14- NK-) est cultivée pendant 6 jours dans une seconde 
plaque de 24 puits. Ce protocole est plus long que le précédent, 14 jours contre 7 jours. Afin 
de pouvoir comparer les résultats de ces deux protocoles, ils ont été réalisés avec le sang d’un 
même donneur. En effet il est connu que les cellules issues de sang de différents donneurs ne 
répondent pas de la même manière à l’immunisation in vitro (Matsumoto et al., 2006; 
Yamashita et al., 2002)1
Au sixième jour (J6) nous réalisons une expérience de cytométrie en flux pour mesurer le 
niveau d’activation des monocytes et vérifier la présence des lymphocytes T et B dans la 
fraction CD14- NK-.  
 
2.2.2 Vérification de la présence des lymphocytes B et T et de la 
maturation des monocytes en cellules dendritiques  
 Après 6 jours de culture on vérifie que des lymphocytes T et B sont bien présents dans 
la fraction CD14- NK- et que les monocytes de la fraction CD14+ se sont différenciés en 
cellules dendritiques. Pour ce faire, on réalise des expériences de cytométrie en flux utilisant 
les mêmes anticorps que précédemment (paragraphe 2.1.2).  

Figure 41. Graphes de cytométrie. Vérification de la présence des lymphocytes B et T.  
100 000 cellules de la fraction CD14-NK- sont incubées avec des anticorps spécifiques de chacun des marqueurs 
des différentes cellules : CD3 (lymphocytes T), CD14 (monocytes), CD20 (lymphocytes B) et CD11c (cellules 
dendritiques couplé à des fluorophores pendant 35 min à 4°C.  

On observe sur la Figure 41 des forts pourcentages pour les cellules CD3+ et CD20+. Cela 
démontre la présence de lymphocytes T (CD3+) et lymphocytes B (CD20+) dans la fraction 
CD14- NK-. Par contreles pourcentages très faibles (moins de 5%) mesurés pour les cellules 






Figure 42. Graphes de cytométrie. Vérification de la maturation des monocytes en cellules dendritiques 6 
jours après mise en culture sur plaque.  
100 000 cellules des fractions CD14+ cultivés avec GMC-SF+IL-4 sont marquées avec des anticorps spécifiques 
des marqueurs de différentes cellules : monocytes (CD14+) et cellules dendritiques (CD11c+). On utilise 
également des anticorps spécifiques de marqueurs de l’activation de la réponse cellulaire (CD40, CD80 et 
HLADR). Ces anticorps sont incubés pendant 35 min à 4°C avant la mesure par cytométie 

Pour la fraction CD14+, on observe sur la Figure 42 un fort marquage de cellules CD11c+ 
(94%) qui correspondent aux cellules dendritiques. Ces cellules dendritiques proviennent de 
la différenciation des monocytes (CD14+) pour lesquelles on obtient un faible marquage 
(4%). D’autre part, on remarque des taux de marquage très élevés pour les cellules CD40+, 
CD86+ et HLADR qui révélent l’activation de la réponse immunitaire.  
L’ensemble de ces marquages témoigne donc d’une bonne différenciation des monocytes en 
cellules dendritiques et de l’initiation de la réponse immunitaire dans la fraction de la 
coculture. 
Compte tenu des résultats obtenus en cytométrie, la fraction CD14+ différenciée en cellules 
dendritiques est mise en contact avec l’antigène, le peptide TBA-Nter, durant 24 h. En 
parallèle, la fraction CD14- NK- est incubée avec le cocktail de cytokines précédent (IL-2, IL-
4 et CpG) durant 24 h. Le lendemain les 2 fractions cellulaires : CD14+ ayant vu l’antigène et 
la fraction CD14- NK- ayant vules cytokines sont mélangées. La coculture va durer 7 jours. 
Trois jours après le début de la coculture (J10), une restimulation avec l’antigène et les 
cytokines est effectuée.  
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Afin d’observer les modifications de morphologie des cellules au cours des différentes étapes 
J0 le jour de la purification des cellules, J7, le lendemain de la coculture et J13, sept jours 




Figure 43. Photos de microscopie d’un puits d’immunisation in vitro à J0,  J7 (J+1 jour après coculture) et 
J13 (J+7 jours après coculture). Microscope optique. 

 A J0, avant stimulation, les cellules sont rondes et ne sont pas différenciées (Figure 
43). Après 6 jours de stimulation avec GMC-SF+IL4 suivis d’1 jour de coculture avec les 
cytokines et l’antigène (J+1 Coculture), nous pouvons distinguer des amas de cellules 
caractéristiques de la prolifération des lymphocytes et des cellules en forme d’étoile 
caractéristiques des cellules dendritiques. Après 7 jours de coculture (J+7 Coculture), on 
observe la disparition des cellules de formes étoilées alors que les amas cellulaires ont grossi. 








2.2.3 Dosage des anticorps anti-TBA-Nter 
 Pour vérifier l’efficacité de l’immunisation in vitro en termes de production 
d’anticorps spécifiques de TBA-Nter, nous réalisons le dosage de ces anticorps dans les 
surnageants de culture. 
Après 7 jours de coculture J7, les surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro 
(n=24) sont testés purs et au 1/10 selon un test ELISA comme décrit précédemment 
(paragraphe 2.1.3) pour détecter la présence d’IgMs et d’IgGs anti-TBA-Nter (paragraphe 8.2 
Les dosages immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et Méthodes). En parallèle on 
réalise ce même dosage avec des surnageants correspondant à des cellules stimulées avec les 
cytokines seules (n=1) ou non stimulées (n=1). Un témoin sans cellules (Tampon EIA) est 




















































































Figure 44. Dosage des IgGs et des IgMs anti-TBA-Nter dans les surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro/ coculture après 7 jours.  
50 µl des surnageants de culture purs  pour le dosage des IgGs (A) ou dilués au 1/10 pour le dosage des IgMs (B) 
sont testés à l’aide d’un dosage utilisant des plaques revêtues de l’immunogène TBA-NterBSA ou de BSA seule. 
Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. L’activité 
enzymatique est ensuite révélée par addition  du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. 

 
Comme pour le premier protocole on observe sur la Figure 44 (A) que les signaux obtenus 
lors du dosage IgGs avec les surnageants purs sont très faibles. Les faibles différences 
observées entre les plaques TBANter-BSA et BSA ne sont pas suffisantes pour affirmer 
qu’une production d’IgGs spécifiques s’est produite.  
Concernant le dosage des IgMs (Figure 44 (B)) on note, pour les surnageants des cellules 
traitées avec l’antigène et les cytokines (colonne Antigène), des signaux plus élevés sur la 
plaque TBANter-BSA que sur la plaque BSA seule. Cette différence de l’ordre d’une unité 
d’absorbance lorsque l’on dose ces mêmes surnageants purs, révèle la production d’IgMs 
spécifiques du peptide TBA-Nter. Les différences de signaux observées pour les autres 
conditions sont plus faibles et sont du même ordre que pour les dosages effectués avec les 
surnageants purs.  
Il faut noter que ce deuxième protocole semble moins efficace que le premier pour la 
production IgMs spécifiques du peptide TBA-Nter. En effet, les différences de signaux 
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obtenus pour les surnageants du premier protocole (comparables en terme de dilution) sont 
beaucoup plus importantes.  
Ces résultats montrent que nous avons réussi à mettre au point deux protocoles 
d’immunisation in vitro. Ces deux protocoles sont capables de mimer la réponse primaire en 
anticorps in vivo puisqu’ils induisent la production d’IgMs contre notre cible.  
Le but initial étant de produire des anticorps monoclonaux humains anti-TBA-Nter après 
immunisation in vitro, les puits sont immortalisés par EBV afin de pouvoir les cloner.  
 
2.3 Immortalisation  
 Après immunisation in vitro, un puits de chaque protocole présentant un fort signal est 
immortalisé à l’aide d’un transfokit et des CpG (paragraphe 6 Immortalisation, Matériels et 
Méthodes). Pour ce qui concerne les cellules issues de l’immunisation in vitro après 
élimination des NK, 89 des 100 puits mis en culture après immortalisation présentaient des 
cellules sécrétant des IgMs anti-TBA-Nter. Dans le cas des cellules issues de l’issue 
l’immunisation in vitro par coculture, seuls 9 des 90 puits mis en culture après 
immortalisation présentaient des cellules sécrétant des IgMs anti-TBA-Nter. Cette différence 
de rendement  entre les deux protocoles pourrait s’expliquer par une plus faible concentration 
de lymphocytes B producteurs d’IgMs anti-TBA-Nter comme semble le montrer les 
différences de concentration en IgMs mesurés précédemment. 
Malheureusement, comme précédemment observé lors des expériences d’immortalisation des 
lymphocytes issus de personnes immunisées, les clones obtenus ne sont pas stables. Après 
quelques jours de culture, l’ensemble des puits se sont révélés négatifs pour la production en 
IgMs anti-TBA-Nter.  

3 Production d’anticorps monoclonaux humains anti-TBA-
Nter à partir du protocole comportant l’élimination des 
NK  
Pour confirmer et améliorer les résultats précédents, nous avons utilisé le protocole 
impliquant l’élimination des cellules NK des PBMCs qui semble donner les meilleurs 
résultats. Pour cette nouvelle étude, nous avons choisi d’évaluer l’influence du nombre de 
stimulations sur l’immunisation « in vitro ».  
149 
 
Brièvement, nous éliminons les cellules NK dans un lot de 5x108 PBMCs. Sur cette 
fraction PBMCs NK- contenant tous les types de cellules nécessaires à l’immunité primaire, 
des cytokines de type GM-CSF et IL-4 sont ajoutées pour permettre la maturation des 
monocytes en cellules dendritiques. En parallèle, le peptide TBA-Nter et un cocktail d’autres 
cytokines comprenant de l’IL-2 et l’IL-4 et des CpG est ajouté. A J3 une seconde stimulation 
(restimulation) avec l’antigène et le cocktail decytokines IL-2, IL-4 et CpG est effectuée dans 
certains puits. A J7, les surnageants de culture sont prélevés afin de doser les anticorps anti-
TBA-Nter. Les puits sont rechargés en milieu de culture et une troisième stimulation avec 
l’antigène et le cocktail de cytokines IL-2, IL-4 et CpG est effectuée dans certains puits. A 
J12, les surnageants de culture sont prélevés afin de doser les anticorps anti-TBA-Nter. 

3.1 Vérification de l’absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans le 
plasma du pool de 5 donneurs utilisé   

 Pour cette étude, nous avons décidé d’utiliser des pools de cinq donneurs proposés par 
l’EFS, ce qui permet de disposer d’un lot de PBMCs plus important. Comme précédemment, 
nous avons vérifié l’absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans le plasma du pool de 5 donneurs 


















































































Figure 45. Dosage des anticorps anti-TBA-Nter dans le plasma d’un pool de donneurs.  
50 µl de plasma d’un pool de 5 donneurs dilué du 1/10 au 1/106 est testé à l’aide d’un immunodosage comparant 
les résultats obtenus sur des plaques de titration où soit l’immunogène TBA-NterBSA soit la BSA a 
préalablement été adsorbée. Le peptide TBA-Nter à 25 µg/ml (50 µl) est ajouté ou non en compétition. Les 
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs, graphe A) et IgGh-G4 (détection IgGs, graphe B) sont ajoutés. 
L’activité enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 
414 nm.  

 Les résultats obtenus lors de ces dosages sont très similaires à ceux obtenus 
précédemment avec le sang d’un seul donneur (paragraphe 2.1) puisqu’aucune différence de 
signal significative n’est observée en absence ou présence du peptide TBA-Nter. Ce pool de 
sang ne contient donc pas d’IgMs et d’IgGs dirigés spécifiquement contre le peptide TBA-
Nter ce qui démontre l’absence de lymphocytes B sécréteurs d’anticorps dirigés contre le 
peptide TBA-Nter. L’immunisation in vitro peut donc être réalisée en utilisant ce sang issu de 
5 donneurs. Nous utiliserons désormais ce conditionnement qui nous permet de disposer d’un 




3.2 Vérification de l’absence des cellules NK,  de la présence 
lymphocytes B, T et monocytes et mesure de l’activation de la 
réponse immunitaire 
 Comme précédemment lors du premier protocole d’immunisation in vitro, nous avons 
vérifié l’élimination des NK, de la présence lymphocytes B, T et monocytes et de l’activation 
de la réponse immunitaire par des expériences de cytométrie de flux. Les résultats obtenus 
sont identique à savoir : élimination seulement partielle des cellules NK, prolifération des 
lymphocytes B, différenciation de monocytes en cellules dendritiques et activation de la 
réponse immunitaire (2% cellules NK+ après passage sur colonne, reste des résultats non 
présentés). 

3.3 Dosage des anticorps anti-TBA-Nter 
 A J7, les surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro sont testés purs pour 
























































































































Figure 46. Dosage des IgGs et IgMs anti-TBA-Nter dans les surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro après 7 jours.  
50 µl des surnageants de culture purs pour le dosage des IgGs (A) et pour le dosage des IgMs (B) sont testés à 
l’aide d’un dosage utilisant des plaques revêtues de l’immunogène TBA-NterBSA ou de BSA seule. Les 
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. L’activité enzymatique 
est ensuite révélée par addition  du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. 

Comme on peut l’observer sur la Figure 46 (A) les signaux obtenus pour les IgGs sont 
toujours très faibles même après 2 stimulations, montrant clairement l’absence de 
commutation isotypique des IgMs vers des IgGs au niveau de la réponse spécifique. 
Concernant les IgMs anti-TBA-Nter (Figure 46 (B)), les résultats obtenus montrent une 
augmentation de leur concentration suite à la deuxième stimulation. On note également des 
signaux élevés pour les cellules stimulées avec les cytokines seules quelque soit la phase 
solide utilisée pour le dosage (TBA-NterBSA ou BSA seule). Ces signaux résultent 
probablement de la présence d’IgMs non spécifiques du peptide TBA-Nter qui s’adsorbent sur 
la BSA et sont détectées par l’anticorps traceur IgMh. En effet, il est connu que les IgMs sont 
les immunoglobulines qui induisent le plus de liaisons non spécifiques lors de dosages 
immunologiques sur plaque. Lors du premier protocole d’immunisation in vitro avec des 
PBMCs NK-, les signaux obtenus avec une stimulation employant les cytokines seules étaient 
beaucoup plus faibles (environ 0.1DO). On peut donc en conclure que la deuxième 
stimulation avec les cytokines seules induit une très forte prolifération non spécifique des 
lymphocytes B engendrant une forte augmentation de la production des immunoglobulines 
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(IgGs et IgMs). Mais cette hypothèse reste à vérifier car les signaux obtenus sur BSA lors de 
la double stimulation avec les cytokines sont beaucoup plus faibles. 
A J12, les surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro sont également testés purs 








































































































































Figure 47. Dosage des IgGs et IgMs anti-TBA-Nter dans les surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro après 12 jours.  
50 µl des surnageants de culture purs  pour le dosage des IgGs (A) et pour le dosage des IgMs (B) sont testés à 
l’aide d’un dosage utilisant des plaques revêtues de l’immunogène TBA-NterBSA ou de BSA seule. Les 
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. L’activité enzymatique 
est ensuite révélée par addition  du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. 
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Le dosage des IgGs et IgMs spécifiques du peptides TBA-Nter (Figure 47 (A) et (B)) montre 
qu’il n’a aucun changement significatif après la deuxième stimulation et la troisième 
stimulation au niveau du profil de production. Par contre on peut noter une baisse des signaux 
mesurés à J12 probablement dûe à une mortalité cellulaire au cours du temps. 

3.4 Immortalisation et fusion  
 Les cellules du puits présentant le meilleur signal lors du test pour la détection des 
IgMs anti TBA-Nter ont été immortalisées avec le virus EBV suivant le protocole 
précédement décrit. Après un mois de culture, 7 des 30 puits réalisés présentent des IgMs 
anti-TBA-Nter dans leurs surnageants.  
Les autres puits de l’immunisation in vitro ont été fusionnés avec l’hétéromyélome HM mais 
aucun hybridome n’a été obtenu. Sur les 7 puits contenant des lymphocytes B immortalisés 
sécréteurs d’IgMs anti-TBA-Nter, nous avons voulu étudier l’effet de l’acridine orange sur la 
commutationisotypique. En effet récemment, des publications ont décrit l’effet de l’acridine 
orange, agent intercalant de l’ADN sur la commutation des IgMs en IgGs (Paizi et al., 1995; 
Spira et al., 1996). Nous avons testé cet agent à différentes concentrations et après plusieurs 
clonages en dilution limite, malheureusement sans réussir à obtenir des IgGs anti-TBA-Nter. 
D’autres stratégies, comportant notamment l’utilisation de cytokines ou des UV qui 
induiraient la commutation isotypique pourraient être évaluées (Aversa et al., 1994; Avery et 








L’objectif de cette étude était d’établir un protocole permettant l’obtention d’anticorps 
monoclonaux humains spécifiques d’une cible d’intérêt à partir de lymphocytes B naïfs. Pour 
atteindre cet objectif, il était nécessaire de mettre au point une immunisation in vitro afin de 
stimuler la différenciation de ces lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps dirigés 
contre notre cible. De plus pour cloner ces plasmocytes et assurer une production illimitée en 
anticorps, une étape d’immortalisation est indispensable. Nous avons choisi comme cible 
modèle un peptide de la toxine botulique A. Ce choix a été basé sur deux critères :  
1) l’obtention d’anticorps monoclonaux humains dirigés contre la toxine botulique et 
potentiellement neutralisant est d’un intérêt thérapeutique évident;  
2) rares étant les personnes susceptibles d’avoir été en présence de toxine botulique A, 
il devait donc être plus aisé d’obtenir du sang de donneurs naïfs vis-à-vis de ce peptide.  
Dans un premier temps, le dosage sous un format immunoenzymatique spécifique du 
peptide N-terminal de la toxine botulique A, nous a permis de mettre en évidence l’absence 
d’IgMs et d’IgGs anti-TBA-Nter dans le plasma des donneurs de sang utilisé. 
Puis nous avons testé deux protocoles d’immunisation in vitro: 
 1) élimination des Natural Killer (NK) et activation par des cytokines et l’antigène  
 2) activation séparée des monocytes et des lymphocytes suivie d’une coculture.  
Nos résultats montrent que ces deux protocoles permettent de déclencher une réponse 
anticorps primaire qui se traduit par la production d’IgMs spécifiques de la cible. Cependant 
le premier protocole donne de meilleurs résultats au niveau de la réponse en IgMs spécifiques. 
L’augmentation du nombre de stimulation avec les cytokines et l’antigène au cours de ce 
protocole a permis d’améliorer légèrement cette réponse en IgMs, mais pas de déclencher une 
réponse en IgGs spécifiques.  
D’autre part aucune méthode d’immortalisation (à l’aide de l’EBV ou d’un myélome) n’a 
permis d’obtenir des clones stables des lymphocytes B producteurs d’anticorps anti-TBA-
Nter. Nous avons précédemment montré que la fusion entre les lymphocytes B humains et 
l’hétéromyélome HM était réalisable. Les problèmes que nous rencontrons sont dûs soit à des 
modifications induites par l’immortalisation avec l’EBV qui empêche l’obtention 
d’hybridomes stables, soit au faible pourcentage de lymphocytes B humains producteurs 
d’anticorps spécifiques de notre cible qui rend très aléatoire un fusion après immunisation in 
vitro.  
Pour pallier ces problèmes, nous pourrions envisager de réaliser un enrichissement des 
lymphocytes B stimulés qui se différencient en plasmocytes. En effet comme lors de leur 
différenciation les lymphocytes B perdent leurs immunoglobulines membranaires, nous 
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pourrions éliminer les lymphocytes B non stimulés à l’aide de billes magnétiques 
fonctionnalisées par le greffage d’un anticorps anti-Immunoglobuline humaines. Un 
enrichissement des lymphocytes B basé sur ce principe a déjà été décrit par Kozbor et Roder 
1981 (Kozbor and Roder, 1981). Dans cette expérience une seule stimulation serait effectuée 
car nous avons montré que l’incrémentation du nombre de stimulations conduit à 
l’augmentation de la stimulation non spécifique des lymphocytes B. L’augmentation du 
pourcentage en lymphocytes B différenciés par la stimulation devrait nous permettre 
d’accroitre nos chances d’obtenir des hybridomes producteurs d’anticorps dirigés contre notre 
cible. 

Une première expérience a été réalisée afin de commuter les plasmocytes producteurs d’IgMs 
spécifiques en plasmocytes producteurs IgGs spécifiques mais sans succès. Cependant 
d’autres pistes basées sur l’utilisation des UV et/ou de cytokines particulières (IL-21) ou 






La protéine transactivatrice Tat 
du virus de l’immunodéficience 






Compte tenu des difficultés, cette étude a été recentré sur une nouvelle cible pour 
réaliser nos expériences d’immunisations in vitro. Nous avons utilisé comme modèle, la 
protéine transactivatrice Tat du virus de l’immunodéficience humaine type 1 (VIH-1). Dans 
une première partie, la protéine Tat101, ses caractéristiques et propriétés, ainsi que les raisons 
qui nous ont conduit à utiliser la protéine Tat101 dans notre système d’immunisation in vitro 
seront présentés. Dans une seconde partie, les résultats obtenus avec la protéine de fusion 
ZZTat101 et ses dérivés dans le système d’immunisation in vitro précédemment mis en place 
seront présentés. L’ensemble de ces résultats fait l’objet d’un article soumis pour publication.  

1 La protéine transactivatrice Tat101 du virus de 
l’immunodéficience humaine type 1 (VIH-1) 
1.1 Rôle de Tat101 dans l’infection au VIH-1 
 Tat est le transactivateur transcriptionnel du virus de l’immunodéficience humaine de 
type 1 (VIH-1). Tat est une protéine d’une masse moléculaire d’environ 11,5 kDa constituée 
de 86 à 101 acides aminés. Tat permet de réguler la transcription des gènes viraux durant les 
étapes précoces du cycle viral et joue donc un rôle essentiel dans la multiplication et la 
réplication du virus VIH-1 (Dayton et al., 1986). Tat est synthétisé lors de l’infection par le 
VIH-1 de ses cellules cibles, les lymphocytes T CD4+. Tat apparait précocement lors de 
l’infection puisque c’est une des premières molécules exprimées par le virus et son génome 
viral (un génome ARN). Tat permet de diriger les éléments de la machinerie de transcription 
de la cellule infectée vers l’ARN viral en cours de synthèse. Elle permet donc d’activer la 
transcription du génome viral. C’est pour cela qu’elle est appelée transactivateur 
transcriptionnel. L’expression de Tat a pour résultat la production d’ARN viraux fonctionnels 
entiers et polyadénylés dans la cellule infectée. Par ailleurs, Tat exerce de nombreux effets 
lors de l’infection par le VIH-1. Par exemple, Tat semble impliqué dans la régulation de la 
transcription inverse qui précède l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire 
grâce à la transcriptase inverse. Tat jouerait également un rôle dans le remodelage de la 
chromatine et dans le « capping » des ARNm viraux. Lors de l’infection par le VIH-1, Tat 
interfère avec 775 protéines différentes de manière directe (dérégulation faisant intervenir une 
interaction physique) ou de manière indirecte (dérégulations via l’activation de voies de 




1.2 Structure et organisation de Tat101  
  Des études ont montré que Tat ne possède pas de structure secondaire et tertiaire bien 
définis (Campbell and Loret, 2009). Son repliement dépendrait des conditions 
environnementales.  
Tat est codé par deux exons. Chaque exon code pour une partie de la protéine avec des 
fonctions spécifiques. Le premier exon code pour une séquence de 72 acides aminés 
contenant le domaine nécessaire à l’activité de transactivation de Tat. Le second exon code 
pour une séquence C-terminale de 14 acides aminés non nécessaire à la propriété de 
transactivation in vitro de Tat mais nécessaire à la transactivation in vivo (Campbell and 
Loret, 2009). La protéine Tat est organisée en six régions schématisées dans la Figure 49. 
Chaque région possède une composition en acides aminés particulière et un rôle spécifique. 


Figure 48. Structure et organisation de Tat101. 
 
- La région I (résidus 1 à 21) est une région riche en proline. Cette région N-terminale 
intervient dans la libération de Tat par les cellules infectées et sa translocation dans le cytosol 
des cellules avoisinantes (Johri et al., 2011). Cette caractéristique est basée sur la présence 
d’un résidu tryptophane en position 11.  
 
- La région II (résidus 22 à 37) est une région riche en cystéines. Elle possède sept cystéines 
bien conservées en position 22, 25, 27, 30, 31, 34 et 37 La région II porte l’activité de 
transactivation de Tat. La mutation de chacune de ces cystéines à l’exception de la cystéine 31 
a pour conséquence une perte de la capacité de transactivation de Tat (Kittiworakarn et al., 
2006).  
 
- La région III (résidus 38 à 48) ou région core est une région riche en résidus hydrophobes. 
Elle présente une phénylalanine en position 38 et une séquence conservée 41KGLGISYG48 




- La région IV (résidus 49 à 57) est riche en acides aminés basiques. Ce domaine basique est 
nécessaire pour la liaison et l’internalisation de Tat dans les cellules (Johri et al., 2011). Cette 
région contient une séquence de localisation nucléaire (NLS) permettant la translocation de 
Tat vers le noyau.  

- La région V (résidus 58 à 72) est riche en résidus glutamine et est impliquée dans la 
polymérisation des microtubules et l’apoptose des cellules T médiée par Tat.  
 
-   La région VI (résidus 73 à 101) contient un motif RGD impliqué dans la liaison aux 
intégrines. Cette région C-terminale ne joue pas de rôle dans la transactivation in vitro mais 
dans la transactivation in vivo (Campbell and Loret, 2009). Cette région est variable et 
certains isolats présentent une mutation ponctuelle qui crée un codon stop donnant lieu à une 
protéine tronquée de 86 résidus. La protéine Tat de 86 acides aminés est la forme la plus 
utilisée en recherche (Campbell and Loret, 2009). Cette région est impliquée dans les 
modifications de structure du cytosquelette ainsi que dans la signalisation et l’activation des 
cellules T (Johri et al., 2011).  

1.3 Propriété autoadjuvante de Tat101 
 Des publications indiquent que Tat101 présente des activités pro-inflammatoires. En 
effet, Tat est capable d’induire la sécrétion de chimioattractants (Izmailova et al., 2003) et de 
cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF (Buonaguro et al., 1992). 
Tat est également capable de favoriser la maturation des monocytes en cellules dendritiques 
(Fanales-Belasio et al., 2002). Ces caractéristiques sont celles que possèdent un adjuvant, 
substance ou molécule déclenchant et favorisant la réponse immunitaire. Récemment, le 
groupe de Michel Léonetti au CEA de Saclay a soulevé la question de savoir si la protéine Tat 
pourrait être dotée d’une propriété adjuvante intrinsèque. Pour répondre à cette question, la 
protéine Tat de 101 acides aminés a été injectée chez la souris en absence d’adjuvant. Le 
déclenchement des réponses immunitaires anticorps et T ont été examinées (Kittiworakarn et 
al., 2006). Cette étude a permis de montrer que la protéine Tat est capable de déclencher des 
réponses anticorps de type IgG et des réponses T en absence d’adjuvant de manière spécifique 
et dose dépendante (Kittiworakarn et al., 2006). D’autre part, dans la même étude les auteurs 
ont voulu déterminer la ou les régions de Tat impliquées dans ce phénomène. Pour cela 
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différentes constructions de Tat comportant chacune des différentes régions ou incluant 
plusieurs régions ont été construites et injectées à des souris. Ce travail a montré que l’effet 
autoadjuvant de Tat est indépendant de la capacité transactivatrice de Tat et que les régions II 
avec ses cystéines et la région III sont responsables de la propriété adjuvante intrinsèque de 
Tat. Par ailleurs, cette étude a permis de montrer que l’oligomérisation de Tat par des ponts 
disulfures est requise pour l’effet autoadjuvant. En effet, la substitution des résidus cystéines 
par des résidus sérines a conduit à des formes non oligomériques incapables de déclencher des 
réponses anticorps (Kittiworakarn et al., 2006). 
Dans un second temps, Michel Léonetti et son groupe ont montré que la capacité de Tat101 à 
déclencher une réponse anticorps dépend de sa capacité à lier les héparanes sulfate sur la 
région basique (Gadzinski et al., 2012; Léonetti et al., 2010). Les héparanes sulfates sont des 
protéoglycanes exprimés de manière ubiquitaire à la surface des cellules qui possèdent 
plusieurs rôles notamment dans la présentation antigénique et l’activation des cellules 
dendritique. 
 La propriété autoadjuvante de Tat101 à induire des IgGs chez la souris nous a 
particulièrement intéressés. En effet, le système d’immunisation in vitro que nous avons mis 
en place permet seulement la production d’anticorps de type IgM. Nous avons voulu savoir si 
Tat dans notre système d’immunisation in vitro pourrait induire des IgMs et/ou des IgGs.  
En outre, il a été montré que le domaine ZZ, domaine de 14 kDa de la protéine A de 
Staphylococcus aureus capable de lier les fragments Fc des immunoglobulines de surface,  
augmente l’immunogénicité des molécules auxquelles il est fusionné (Léonetti et al., 1998). 
Nous avons donc produit une protéine de fusion entre le domaine ZZ et la protéine Tat 





RESULTATS ET DISCUSSION 
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  Dans cette étude, nous avons voulu évaluer la capacité de la protéine de fusion, 
ZZTat101 (25 kDa) à déclencher une réponse anticorps IgM et/ou IgG dans le modèle 
d’immunisation in vitro que nous avons précédemment mis en place (paragraphes 2,3 Premier 
modèle d’étude Peptide N-terminal de la BoNT/A). Par ailleurs, différentes formes ou 
constructions mutantes de ZZTat101 ont été testées pour examiner le mécanisme d’action de 
ZZTat101 sur la production des anticorps. 
 
1 Vérification de l’absence d’anticorps anti-Tat101 dans le 
plasma des pools de donneurs utilisé  
 Dans un premier temps, nous avons vérifié l’absence d’anticorps anti-Tat101 dans le 
pool de plasma des donneurs utilisé pour être sûr que les signaux potentiellement observés 
suite à l’immunisation in vitro seraient bien dûs à notre stimulation et pas à des lymphocytes 
B mémoires déjà présents. Pour cela, le plasma d’un pool de cinq donneurs, dilué en série de 
1/10 au 1/106, a été incubé une nuit sur une plaque revêtue de Tat101 (1 µg/ml) ou de BSA (1 
µg/ml) (rôle de contrôle négatif pour doser les signaux non spécifiques) en présence ou non 
de la protéine Tat101 en compétition (2 µg/ml). Des traceurs spécifiques des IgMs humaines 
et des IgGs humaines totales sont ajoutés pour détecter la présence d’IgMs et d’IgGs anti-
Tat101 (paragraphe 8.4 Les dosages immunologiques des anticorps anti-Tat101, Matériels et 
Méthodes). Chaque dilution de plasma est testée en duplicat. Les signaux observés dans les 

































































Figure 49. Dosage des IgGs (A) et IgMs (B) anti-Tat101 dans le plasma d’un pool de donneurs.  
50 µl de plasma dilué du 1/10 au 1/106 d’un pool de cinq donneurs sont incubés une nuit à 4°C sur des plaques 
revêtues de la protéine Tat101 ou de BSA (plaque témoin). On ajoute dans les puits soit 50µl de tampon EIA soit 
50 µl de Tat à 2 µg/ml diluée en tampon EIA. Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 
(détection IgGs) sont ajoutés. L’activité enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis 
mesure de la densité optique à 414 nm. Les signaux issus de la plaque témoin revêtue BSA ont été préalablement 
soustraits à ceux obtenus sur la plaque revêtue de Tat.  
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 Nous pouvons constater sur la Figure 49 que quelque soit la dilution de plasma, il n’y 
a pas de différence significative entre les signaux obtenus en présence et en absence de 
compétiteur Tat101 à la fois pour les IgMs et pour les IgGs. Aux plus faibles dilutions (1/10 
et 1/100) du plasma, des IgMs sont détectées mais qui ne sont pas spécifiques de Tat101 (pas 
d’effet de compétition avec Tat101). Comme les signaux résultants de liaisons non 
spécifiques à la BSA ont été soustraits, on peut penser que ces signaux proviennent de liaisons 
non spécifiques des IgMs avec Tat101. Nous obtenons les mêmes résultats en utilisant des 
plaques recouvertes avec les cinq peptides immunodominants de Tat (Turbant et al., 2009; 
Tähtinen et al., 1997): P1, P10, P15, P16 et P18 (résultats non présentés). Ces résultats 
illustrent l’absence de lymphocyte B sécréteurs d’anticorps dirigés contre Tat chez les 
donneurs utilisés. L’immunisation in vitro contre Tat et sa protéine de fusion ZZTat101 peut 
donc être entreprise.  

2 Vérification de l’élimination des lymphocytes NK et de la 
pureté des lymphocytes B utilisés pour l’immunisation in 
vitro 
 Pour cette étude nous souhaitions évaluer la capacité de Tat et de la protéine de fusion 
ZZTat101 à déclencher une réponse anticorps sur trois populations cellulaires différentes: les 
PBMCs, les PBMCs sans NK et les lymphocytes B purifiés. En effet, la comparaison des 
résultats entre les PBMCs et PBMCs NK- doit nous permettre d’évaluer l’effet réel des 
cellules NK qui sont décrites comme étant non favorables à l’immunisation in vitro 
(Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et al., 1983). Les lymphocytes B purifiés ont été utilisés 
pour évaluer la capacité de Tat à induire une réponse anticorps en absence de lymphocytes T 
et de cellules dendritiques. 
L’élimination des NK par des billes magnétiques à partir de 1x108 PBMCs est effectuée 
comme précédemment. Après passage sur colonne, la fraction sans NK représente 8,5x107 
cellules, soit 85 % des cellules de départ. La purification des lymphocytes B à partir de 5x108 
PBMCs est effectuée à l’aide de billes magnétiques couplées à un anticorps anti-CD20 
(paragraphe 4 Préparation des cellules Matériels et Méthodes). Après passage sur colonne et 
élution, la fraction contenant les lymphocytes B (fraction CD20+) est constituée d’environ 
8,5x106 cellules. Si on considère que les lymphocytes B représentent 10 à 15 % des PBMCs, 
le taux de récupération des lymphocytes B est donc d’environ 20%.  
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Pour évaluer la pureté des trois types cellulaires, des marquages de cytométrie en flux utilisant 
des anticorps spécifiques  dirigés contre chaque type cellulaire ont été réalisés. 
 

Figure 50. Graphes de cytométrie. Vérification de l’élimination des NK et de la pureté des lymphocytes B 
utilisés pour l’immunisation in vitro.  
100 000 cellules sont incubées pendant 35 min à 4°Cavec des anticorps spécifiques des marqueurs des cellules 
NK (CD56) et des lymphocytes B (CD19) et couplés avec des fluorophores. 

Les PBMCs obtenus à partir d’un pool de plasma de 5 donneurs contiennent 10% de cellules 
NK et 15 % de lymphocytes B (Figure 50). Les résultats obtenus avec la fraction PBMCs NK- 
montrent que le protocole utilisé pour éliminer les cellules NK est efficace. En effet, les 
cellules NK (CD56+) représentent environ 0,42% de la fraction cellulaire récupérée, donc 
95% de ces cellules ont été éliminées. Après purification des lymphocytes B, 98% des cellules 
récupérées sont CD20+. L’enrichissement des lymphocytes B a donc été efficace, puisque le 
taux de lymphocyte B est passé de 15% à 98%. D’autre part, dans les PBMCs NK-, 9% des 







3 Expérience préliminaire : vérification du système 
d’immunisation in vitro sur ZZTat101.  
  
 Cette étude préliminaire consiste à vérifier que les effets cumulés des deux 
composants de ZZTat101, à savoir, l’effet adjuvant (Tat) et l’augmentation de 
l’immunogénicité (ZZ) permettent l’obtention d’anticorps spécifiques de Tat101 sans autre 
stimulation.  
Dans la première partie consacrée à la mise en place d’un protocole d’immunisation in vitro, 
le protocole « élimination des NK et activation par des cytokines» s’est révélé le plus efficace. 
Nous avons donc utilisé ce protocole avec ZZTat101 à différentes concentration et des 
cellules PBMCs NK-. A J0, des PBMCs NK- (1x106 dans 1 ml) sont déposés dans les puits 
d’une plaque 24 puits auquel on ajoute 10 µg, 1 µg ou 0.1 µg de l’antigène ZZTat101 (50 µl 
d’une solution à 200, 20 ou 2 µg/ml). En parallèle, des puits contrôles contenant des cellules 
sans antigène sont réalisés. A J3, une seconde stimulation est effectuée dans les mêmes 
conditions que la première.  
A J7, les surnageants de culture des puits sont testés purs pour la présence d’IgMs et/ou 
d’IgGs anti-Tat selon un test immunométrique ELISA utilisant des plaques recouvertes avec 
les peptides immunodominants de Tat (Turbant et al., 2009; Tähtinen et al., 1997):P1, P10, 
P15, P16 et P18 (1µg/ml) et des plaques recouvertes avec de la BSA (1µg/ml). Des traceurs 
spécifiques des IgMs humaines et des IgGs humaines totales sont ajoutés pour détecter la 
présence d’IgMs et d’IgGs anti-Tat (paragraphe 8.4 Les dosages immunologiques des 
anticorps anti-Tat101, Matériels et Méthodes). Des puits témoins EIA (tampon de dilution des 


























































































































Figure 51. Dosage des IgGs (A) et des IgMs (B) anti-peptides de Tat dans les surnageants de culture à J7. 
50µl de surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant 
à la fois des plaques de microtitration revêtues de peptides Tat (P1 à P18, peptides recouvrant la sequence 
complète de Tat101 :P1 (1-15), P10 (46-60), P15 (66-80), P16 (71-85), P18 (86-101)) ou de BSA (plaque 
témoin). Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. L’activité 
enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. Les 
signaux issus de la plaque témoin ont été préalablement soustraits à ceux obtenus sur la plaque revêtue des 
peptides Tat.  
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Après sept jours d’immunisation in vitro, nous détectons la présence d’IgMs anti-Tat101 dans 
les surnageants de culture correspondant aux différentes concentrations de ZZTat101 (Figure 
51). Malgré l’hétérogénéité des résultats obtenus pour les différents peptides de Tat, on 
observe que les signaux correspondant aux IgMs augmentent avec la concentration de ZZTat 
utilisée pour l’immunisation in vitro. Par contre lors du dosage des IgGs nous n’obtenons des 
signaux que pour les deux concentrations les plus élevées en ZZTat101 et ces signaux sont 
beaucoup plus faibles que ceux obtenus pour les IgMs. D’autres expériences devront être 
effectuées afin de confirmer la production d’IgGs spécifiques. Comme attendu aucun signal 
n’est obtenu pour les cellules seules. 
Ces résultats démontrent que ZZTat101 seul possède tous les signaux nécessaires pour activer 
une réponse anticorps. Pour les expériences suivantes, nous utiliserons ZZTat à une 
concentration de 10 µg/ml. Compte-tenu de l’hétérogénéité des résultats obtenus avec les 
peptides de Tat, les prochains dosages en IgGs et IgMs seront effectués à l’aide de plaques 
revêtues de Tat101. La spécificité des signaux sera évaluée en réalisant ou non une 
compétition avec de la protéine Tat101.  

4 Immunisation in vitro avec ZZTat, ZZ, Tat101 ou un 
mélange ZZ+Tat101  
 Pour comparer les effets de ZZTat101 avec les effets issus de chacun de ces 
composants (Tat ou ZZ) et de leur mélange (ZZ + Tat), ZZTat101 et chacun de ses 
composants ZZ et Tat ou un mélange ZZ + Tat ont été ajouté sur trois types cellulaires : 
PBMCs, PBMCs NK- et lymphocytes B purifiés en absence de cytokines. En parallèle, des 
puits contrôles contenant des cellules sans antigène sont réalisés. A J3, une restimulation est 
effectuée avec chacun des antigènes. A J7, les surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro sont testés purs pour la présence d’IgMs et/ou d’IgGs anti-Tat selon 
un test immunométrique ELISA utilisant des plaques revêtues de Tat101 (1µg/ml) ou de BSA 
(1µg/ml) en employant ou non de la protéine Tat101 comme compétiteur. Des traceurs 
spécifiques des IgMs humaines et des IgGs humaines totales sont ajoutés pour détecter la 
présence d’IgMs et d’IgGs anti-Tat (paragraphe 8.4 Les dosages immunologiques des 
anticorps anti-Tat101 Matériels et Méthodes). Des puits témoins EIA (tampon de dilution des 

























































































Figure 52. Dosage des IgMs spécifiques de Tat après stimulation par ZZTat, de chacun de ces composants 
ZZ et Tat.  
(A) PBMCs NK- ; (B) PBMCs ; (C) Lymphocytes B purifiés. 50µl de surnageants de culture des puits 
d’immunisation in vitro sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant des plaques revêtues de Tat ou de BSA 
(plaque témoin). La protéine Tat est utilisée à 2 µg/ml (50 µl) dans la moitié des puits pour chaque condition de 
stimulation. Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés. 
L’activité enzymatique est ensuite révélée par addition  du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 
414 nm. Les signaux reportés sur les graphes correspondent aux signaux spécifiques (signaux avec Tat comme 
compétiteur soustraits des signaux sans Tat).  
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N’ayant pas obtenu de signaux lors du test de détection des IgGs spécifiques, la Figure 52 ne 
présente que les résultats concernant le dosage des IgMs spécifiques. On constate qu’après 
sept jours d’immunisation, la stimulation par ZZTat101 induit la production d’IgMs 
spécifiques quel que soit le type cellulaire utilisé. On remarque également que seule la 
protéine de fusion ZZTat101 est capable de déclencher la production d’IgMs spécifiques de 
Tat. Ceci démontre que l’induction de la réponse immunitaire spécifique n’est possible qu’en 
présence des deux partenaires liés de façon covalente.  
D’autre part, il est surprenant que les signaux IgMs obtenus avec ZZTat101 soient équivalents 
pour les trois types cellulaires (PBMCs, PBMCs NK- et lymphocytes B purifiés). En effet 
dans la littérature, il est décrit que la présence de cellules cytotoxiques NK n’est pas favorable 
à l’immunisation in vitro (Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et al., 1983). Cela semble 
également indiquer que ZZTat101 permet d’apporter les signaux nécessaires pour activer les 
lymphocytes B et la sécrétion d’anticorps en absence de cellules dendritiques et de 
lymphocytes T. Ce résultat nous laisse penser que ZZTat pourrait être un antigène T- 
indépendant.  
Des publications du groupe de Michel Léonetti montrent que chez la souris ZZTat101 est un 
antigène T-dépendant ((Gadzinski et al., 2012; Léonetti et al., 2010). On pourrait imaginer 
que ZZTat101 via son interaction avec les Igs de surface (rôle de ZZ) et son interaction avec 
les héparanes sulfates (rôle de Tat) est capable d’agréger les BCR déclenchant le « capping » 
des BCR et l’activation des lymphocytes B comme le font les antigènes T-indépendant. 
D’autre part, Tat déclenchant l’effet autoadjuvant par sa capacité à oligomériser 
(Kittiworakarn et al. 2006), on pourrait imaginer plusieurs molécules de ZZTat101 
s’oligomériser et activer les lymphocytes B.  

5 Détermination de la région de ZZTat impliqué dans la 
réponse humorale in vitro 
5.1 Rôle de la liaison avec les héparanes sulfates  
 Tat est un ligand des héparanes sulfates (Albini et al., 1996a) et cette liaison est 
impliquée dans le déclenchement de la réponse anticorps et T chez la souris (Gadzinski et al., 
2012; Léonetti et al., 2010).  
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 Afin d’observer si cette capacité de liaison intervient également dans le déclenchement 
de la réponse humorale in vitro, nous avons comparé l’effet de ZZTat101 et de ZZTat101Ø, 
dérivé acétylé de ZZTat qui a perdu la capacité de lier les héparanes sulfates. ZZTat101 et 
ZZTat101Ø ont été ajoutés sur des PBMCs NK- et des lymphocytes B purifiés. A J3, une 
deuxième stimulation est effectuée avec chacun des antigènes et à J7, les surnageants de 
culture des puits d’immunisation in vitro sont testés purs pour rechercher la présence d’IgMs 
et/ou d’IgGs anti-Tat. Cette expérience a été répétée deux fois consécutivement avec deux lots 









































Figure 53. Dosage des IgMs après stimulation par ZZTat101 et ZZTat101Ø sur deux expériences 
indépendantes.  
50µl de surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant 
des plaques revêtues de  Tat ou de BSA (plaque témoin). La protéine Tat est utilisée à 2 µg/ml (50 µl) dans la 
moitié des puits pour chaque condition de stimulation. Le traceur, IgMh puis SAL-G4 est ajouté. L’activité 
enzymatique est ensuite révélée par addition du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. Les 
signaux reportés sur les graphes correspondent aux signaux spécifiques (signaux avec Tat comme compétiteur 





Comme précédemment aucun signal n’a été obtenu lors du dosage des IgGs. On observe sur 
la Figure 53 que les PBMCs NK- et les lymphocytes B purifiés incubés avec ZZTat101Ø 
perdent leur capacité àinduire des IgMs. Ce résultat montre que la capacité de Tat à lier les 
héparanes sulfates est requise pour induire la réponse anticorps.  
On note également que contrairement à l’expérience précédente les signaux obtenus avec une 
stimulation par ZZTat101 sont plus élevés avec les PBMCs NK- qu’avec les lymphocytes B 
purifiés. On observe également une variation entre les résultats obtenus avec les deux lots de 
sang. Cette variabilité dans nos résultats semble montrer que l’efficacité de la stimulation 
dépend des donneurs de sang. 
 
5.2 Rôle des cystéines   
 Il a été décrit que la région II de Tat contenant les 7 cystéines conservées était 
responsable de l’oligomérisation et de la propriété autoadjuvante de Tat chez la souris 
(Kittiworakarn et al., 2006). Afin de déterminer si cette région joue le même rôle lors de 
l’immunisation in vitro, nous avons comparé l’effet de ZZTat101, de ZZTat22-57, et de 
ZZTat22-57C(22-37)S. ZZTat22-57 correspond aux régions II (riche en cystéines) III et IV. 
ZZTat22-57C(22-37)S correspond à ZZTat22-57 dont les 7 cystéines ont été remplacées par des 
sérines. 
ZZTat101, ZZTat22-57 et ZZTat22-57C(22-37)S ont été ajouté sur des PBMCs NK-. A J3, une 
deuxième stimulation est effectuée avec chacun des antigènes et à J7, les surnageants de 










































Figure 54. Dosage des IgMs après stimulation par ZZTat101 et des formes ZZTat22-57, ZZTat22-57C(22-
37)S.   
50µl de surnageants de culture des puits d’immunisation in vitro sont testés à l’aide d’un immunodosage utilisant 
des plaques revêtues de Tat ou de BSA (plaque témoin). La protéine Tat est utilisée à 2 µg/ml (50 µl) dans la 
moitié des puits pour chaque condition de stimulation. Le traceur, IgMh puis SAL-G4 est ajouté. L’activité 
enzymatique est ensuite révélée par addition  du réactif d’Ellman puis mesure de la densité optique à 414 nm. 
Les signaux reportés sur les graphes correspondent aux signaux spécifiques (signaux avec Tat comme 
compétiteur soustraits des signaux sans Tat).  
 
Comme précédemment, nous n’avons pas mesuré de signaux pour les IgGs donc seuls les 
résultats obtenus avec le dosage des IgMs sont représentés (Figure 54). Tat 22-57 induit une 
réponse humorale qui aboutit à la production d’IgMs anti-Tat ce qui signifie que ce domaine 
de Tat101 contient l’ensemble des éléments permettant une immunisation in vitro. On note 
également que les signaux obtenus avec Tat 22-57 sont plus faibles que ceux obtenus avec Tat 
101. Cela pourrait s’expliquer au moins en partie par le format du dosage. En effet dans un 
cas l’immunisation conduit à la production d’anticorps dirigés contre Tat101 et dans l’autre 
contre le domaine 22-57 de Tat101. Ainsi sur la plaque recouverte de Tat101 la quantité 
d’anticorps pouvant se fixer simultanément pourrait être plus importante pour les surnageants 
de culture issus de l’immunisation avec Tat101 ce qui conduirait à un signal plus élevé.  
La mutation des cystéines en sérines au niveau de Tat22-57 conduit à une baisse très 
importante des signaux qui apparaissent même inférieurs à ceux obtenus avec les cellules 
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seules (contrôle). Les 7 cystéines jouent donc un rôle majeur dans l’induction de la production 
des IgMs spécifiques par les lymphocytes B. Il faut d’ailleurs observer que les signaux 
obtenus avec les cellules seules sont particulièrement élevés pour un contrôle expérimental 
négatif. 

6 Production d’anticorps anti-Tat101 par immortalisation 
avec un partenaire cellulaire HM  
 Notre but premier était d’obtenir des anticorps anti-Tat101 et donc d’immortaliser les 
lymphocytes B producteurs des ces anticorps. Nos résultats obtenus avec l’immortalisation 
via l’EBV ont montré l’instabilité des clones et l’impossibilité d’aboutir à une production 
d’anticorps pérenne. Nous avons donc décider de fusionner les lymphocytes B, stimulés in 
vitro, directement avec l’hétéromylome murin/humain (HM). La fusion est réalisée avec les 
cellules d’une plaque de 24 puits après immunisation in vitro (tous positifs pour la production 
d’ IgMs spécifiques) et l’hétéromyélome HM. Nous avons obtenus trois hybridomes. Le 
faible nombre d’hybridomes obtenu résulte probablement du faible nombre de cellules 
présentes et aussi de leur état. En effet, seulement environ 3,5x106 cellules ont été récupérées 
après immunisation in vitro alors que 24x106 cellules avaient déposées à l’origine. Cette 
évolution du nombre de cellule reflète une forte mortalité cellulaire (plus de 85%) en 7 jours. 
Afin de disposer d’un nombre plus important de cellules, il faudrait procéder à l’immunisation 
de plusieurs plaques simultanément. Malheureusement, la faible quantité de protéine 
ZZTat101 disponible n’a pas permis d’effectuer une expérience plus large permettant 
l’obtention d’un nombre plus élevé d’hybridomes.  
Sur les trois hybridomes obtenus, après de nombreux tests de criblage, aucun ne s’est révélé 








 Au cours de cette étude nous nous sommes intéressés à une protéine de fusion, 
constituée de Tat qui est le transactivateur transcriptionnel du virus de l’immunodéficience 
humaine de type 1 (VIH-1) et du domaine ZZ capable de lier les fragments Fc des 
immunoglobulines de surface. Le choix de ces deux protéines découle des propriétés 
intéressantes qu’elles semblent présenter pour l’immunisation in vitro : 
- Tat est capable de déclencher des réponses anticorps de type IgG et des réponses T en 
absence d’adjuvant de manière spécifique et dose-dépendante  
- le domaine ZZ de la protéine A de Staphylococcus aureus augmente l’immunogénicité des 
molécules auxquelles il est fusionné. 
 
 Dans un premier temps, le dosage sous un format immunoenzymatique spécifique de 
la protéine Tat, nous a permis de détecter l’absence d’IgMs et d’IgGs spécifiques de Tat dans 
le plasma des donneurs de sang utilisé. L’absence d’anticorps spécifiquement dirigés contre 
Tat est le reflet de l’absence de lymphocytes B sécréteurs d’anticorps contre Tat. Différents 
marquages réalisés en cytométrie de flux nous ont permis de vérifier la qualité des trois 
fractions cellulaires utilisés pour l’immunisation in vitro, PBMCs, PBMCs NK- et 
lymphocytes B purifiés. Une première expérience utilisant la nouvelle molécule cible, 
ZZTat101 dans le protocole d’immunisation in vitro avec des PBMCs NK- a permis de 
montrer que ZZTat est capable d’apporter les signaux nécessaires pour déclencher une 
réponse anticorps IgMs spécifique de Tat101. Malheureusement aucune production d’IgGs 
n’a été détectée dans cette expérience. Il faut cependant noter que cette expérience a été 
réalisée plusieurs fois a permis d’observer parfois des faibles signaux pour les IgGs (environ 
5% des expériences). Ces résultats aléatoires montrent que le système d’immunisation in vitro 
pourrait une fois optimisé permettre la sécrétion d’IgGs. Des molécules de costimulation 
CD40 et des cytokines IL-21 responsables de la commutation isotypique pourraient par 
exemple être ajoutées dans les expériences (Aversa et al., 1994; Avery et al., 2008; Pène et 
al., 2004). D’autres expériences ont permis de montrer que ZZTat101 est capable d’initier une 
réponse anticorps IgMs spécifiques de Tat de manière équivalente sur des PBMCs totaux, des 
PBMCs NK- et des lymphocytes B purifiés. Les résultats obtenus avec les lymphocytes B 
purifiés montrent que l’utilisation de ZZTat101 permet une induction de la réponse humorale 
en absence de cellules dendritiques et de cytokines requises dans les autres modèles 




 Dans un second temps, le mécanisme d’action de ZZTat101 sur la réponse humorale a 
été étudié. Nous avons montré que la réponse humorale ne peut être initiée que lorsque ZZ est 
lié covalemment à Tat101. En effet la protéine ZZ seule, la protéine Tat101 seule ou le 
mélange ZZ+Tat101 ne permettent pas d’induire la production d’anticorps spécifiques. 
Différentes constructions synthétisées au laboratoire ont permis de mieux cerner le domaine 
de Tat impliqué dans déclenchement de la réponse humorale. En effet le domaine 22-57 
comportant la région II riche en cystéines, la région III core et la région IV, riche en acides 
aminés basiques, permet à lui seul le déclenchement de la réponse en IgMs spécifiques. 
D’autres expériences utilisant ZZTat22-57C(22-37)S, mutant de ZZTat22-57 incluant la 
substitution des cystéines par des sérines, ont permis de confirmer que les 7 cystéines jouent 
un rôle primordial dans le déclenchement de la réponse humorale dans la région 22-57. Enfin 
nous avons également montré que la capacité de liaison de Tat aux héparanes sulfates de Tat 
est nécessaire pour déclencher une réponse humorale. Ces résultats sont en accord avec ceux 
déjà décrits par l’équipe de Michel Léonetti dans la littérature dans des études réalisées in vivo 
chez la souris.   
 Des expériences de fusion entre les cellules présentes dans les puits d’immunisation in 
vitro sécréteurs d’IgMs anti-Tat et l’hétéromyélome murin/humain HM ont été réalisées. 
Malheureusement, aucun des trois hybridomes obtenus n’a conservé la capacité à secréter des 
IgMs anti-Tat101. 
 Afin de vérifier que la protéine de fusion ZZTat101 est un outil présentant des qualités 
plus larges pour induire la production d’anticorps in vitro contre d’autres antigènes, il faudra 
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Abstract 
Antigen-specific activation of human B cells represents a key step for the production of monoclonal 
antibodies. Since thirty years, several approaches were developed in order to improve the process of 
lymphocyte activation “in vitro”. In the present study, we investigated whether the transcriptional 
transactivator (Tat) of the Human Immunodeficiency Virus, which possesses numerous biological 
activities, is able to trigger antibody secretion when incubated with human PBMCs. In fact no such 
effect was observed when using Tat as a free protein. However, we found a significant IgM antibody 
production when Tat is previously fused to a double domain, called ZZ, derived from protein A of 
Staphylococcus aureus. The effect is also observed when the fusion protein, called ZZTat101, is 
incubated with purified B cells indicating that the phenomenon does not require T-cell help. Antibody 
secretion is observed in absence of cytokines that are usually used during the in vitro immunization 
experiments indicating that ZZTat101 provides the signals required for the initiation of the immune 
response. Antibody secretion is observed using a ZZTat mutant,containing only the Tat residues 22 to 
57, called ZZTat22-57, indicating that this region is sufficient to initiate the immune response. In 
contrast, the effect is not found with a ZZTat22-57 mutant devoid of the seven Tat cysteins located 
between residues 22 to 37, demonstrating that these residues play a crucial role in the phenomenon., 
Our results pave the way to the development of a new in vitro immunization method based on antigens 










Initially used for detection and diagnosis purposes, monoclonal antibodies have rapidly become 
important therapeutic tools and are involved in numerous medical fields such as cancerology, organs 
transplantation, auto-immune diseases. Among therapeutic proteins, monoclonal antibodies due to 
their affinity and specificity characteristics take the leadership with more than 30 monoclonal 
antibodies currently approved for clinical applications. The first generation of therapeutic antibodies 
appears in the late 1990s. Starting from murine antibodies, chimeric or humanized antibodies were 
prepared in order to overcome limitations induced by xenogenic antibodies: lack of effector functions, 
short serum half-life and immunogenic reactions which sometimes could cause anaphylactic reactions. 
Nowadays a new generation of full human monoclonal antibodies appeared thanks to several 
approaches (Steinitz, 2009), mainly the phage display method (Marks et al., 1991; McCafferty et al., 
1990) or transgenic mice with human immunoglobulin genes (Jakobovits et al., 1993). On the other 
hand, “in vitro” strategies were described involving human B lymphocytes further immortalized either 
by fusion with either human or heteromyeloma (Kozbor et al., 1983), (Adekar et al., 2008a; Dessain et 
al., 2004) or using the Epstein Barr (EBV) virus (Kozbor et al., 1982b; Traggiai et al., 2004). Human 
B lymphocytes could be obtained from transgenic mice or human donors (infected or vaccinated). 
However, transgenic mice technology is quite expensive and time consuming, thus affordable by only 
few research groups. It is also worth noting that, for many antigens, specific human B lymphocytes 
from sensitized donors are not available, thus limiting the number of human monoclonal antibody 
produced by this strategy. To overcome this problem, in vitro immunization was used by different 
groups to produce human monoclonal antibodies against several targets: proteins, bacteria, cells (Chin 
et al., 1994; Ichikawa et al., 1999; Shim et al., 2001). In vitro stimulation of naïve lymphocytes by an 
antigen in presence of cytokines triggers an immune response (Borrebaeck et al., 1988). Nevertheless, 
some authors argued against this technique because of its poor yield and reproducibility (Brams et al., 
1993a, b; Uthoff and Böldicke, 1993). We thus decided to check if “in vitro” immunization process 
involving Tat protein, the transcriptional transactivator of the human immunodeficiency virus type 1 
(HIV-1) could lead to improved yield. 
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The Tat protein was selected due to several biological effects linked to immune response (Albini et al., 
1998), (Buonaguro et al., 1992), (Fanales-Belasio et al., 2002), (Izmailova et al., 2003), further 
suggesting that Tat may contribute to the triggering of the immune response.  Indeed Tat was shown to 
raise an immune response in the absence of adjuvant (Gadzinski et al., 2012; Kittiworakarn et al., 
2006) in mouse and this property could be used for human vaccination protocol (Ensoli et al., 2009; 
Ferrantelli et al., 2011). Tat can also bind heparan sulfate proteoglycans, thus increasing the abiliity of 
an antigen to stimulate T cells (Léonetti et al., 2010).  
Aiming to transfer the ability of Tat to raise a humoral immune response to other antigens, a 
recombinant protein named ZZTat101 (26 kDa) and involving Tat and the Ig-binding double domain 
ZZ (11 kDa) of the protein A from Staphyloccocus aureus was designed. It has been shown that 
antigens fused to protein A or to the double Ig-binding domain of this protein increase 
immunogenicity under in vivo conditions (Léonetti et al., 1998).  
The present study investigated whether Tat or the ZZTat101 fusion protein can trigger an in vitro 
immune response in human cells and also tried to better characterize the features of the protein 
required for this induction. 
 
Materials and methods  
PBMC purification  
Blood (about 250 ml) from healthy donors (negative for HIV-1/2, HTLV-I/II, HCV, HBsAg) were 
obtained from EFS Rungis (Rungis, France). Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 
were separated by two successive density-gradient centrifugations at 1200 g for 30 min (Histopaque 
1077, Sigma Aldrich, St. Louis, MO).Plasma from the donors were isolated and stored at –80°C for 
serological analysis. The cells were washed in PBS (PBS: Phosphate Buffer Saline: 10 mM potassium 




Cell separation  
Isolation of B lymphocytes  
B lymphocytes were isolated from PBMC using MACS microbeads according to the manufacturer’s 
protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Briefly, 5 108 PBMC were washed in 
MACS buffer (PBS supplemented with 2 mM EDTA and 0,5% BSA) at 4°C.150 µl anti-CD20 
microbeads were added (5 µl anti-CD20 microbeads per 107 cells) and the cells were incubated for 15 
min at 4°C. Then, the cells were rinsed, centrifuged, and passed through magnetic columns. 
Enrichment was assessed by flow cytometry analysis (Guava, Millipore, Billerica, MA) using an anti-
human CD19-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).  
 
Depletion of Natural Killer cells 
Natural killer (NK) were depleted from PBMC using MACS microbeads according to the 
manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Briefly, 1 108 PBMC were 
washed in MACS buffer (PBS supplemented with 2 mM EDTA and 0,5% BSA) at 4°C. 800 µl anti-
CD56 microbeads were added (80 µl anti-CD20 microbeads per 107 cells) and the cells were incubated 
for 15 min at 4°C. Then, the cells were rinsed, centrifuged, and passed through magnetic columns. 
Depletion was assessed by flow cytometry analysis (Guava, Millipore, Billerica, MA) using an anti-
human CD56-PE (BD Biosciences, United States).  
 
The PBMC, purified B lymphocytes and NK-depleted PBMCs were cultured at a 1 106 cells/ml 
density of in RPMI-1640 supplemented with 2 mM L-glutamine, penicillin (50 UI/ml), streptomycin 





Antigen preparation  
Chemical synthesis of Tat101 
Synthesis of Tat101 was performed using the Fmoc/tert-butyl strategy on an Applied Biosystems 
433A synthesizer. The chemical procedure used 0.1 mmol of Fmoc-Asp(OtBu)-PAL-PEG-PS resin, a 
10-fold excess of each amino acid, dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxy-7-azabenzotriazole, and 
diisopropylethylamine/N-methyl pyrrolidone. Incorporation of Gln54 was performed twice manually. 
Cleavage and deprotection were achieved using a mixture of trifluoroacetic 
acid/triisopropylsilane/water (9.5/0.25/0.25, v/v/v). The crude material was precipitated twice with 
cold tert-butyl methyl ether and subsequently dissolved in 15% aqueous acid. The crude protein was 
then purified by HPLC on a Jupiter C4 column. The S(tBu) moieties were then removed from the 
cysteines using degassed 0.1 M phosphate buffer, pH 8.5, containing 6 M urea and dithiothreitol (50 
eq/Cys). After completion of the Cys deprotection, the mixture was acidified to pH 2.2 and purified by 
HPLC on a C4 column, and the fully reduced Tat proteins were kept freeze-dried at -20 °C. 
 The synthesized protein was characterized by mass spectrometry and amino acid analysis.  
 
Genetic construction of ZZ fusion proteins. 
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ZZTat101 was designed using a synthetic sequence encoding Tat101 (consensus sequence as 







TCCGGTGGATTAGGATCC (KpnI and BamHI sequences are in italics) and ligated in a 
KpnI/BamHI-opened pCP vector (Drevet et al., Protein Expression Purif. 1997, 10, 293-300) coding 
for ZZ protein. 
 
ZZTat variants  
ZZTat22-57 represents the 22-57 region of Tat101 fused to ZZ. 
GGTACCCAGCAATAATTCCTATAGCAAAAAAAGCAGCTTTCATAGCCAGG 
TGAGCTTTACCAAAAAAGGCCTGGGCATTAGCTATGGCCGTAAAAAACGT 
CGTCAGCGTCGTCGTTAAGGATCC (KpnI and BamHI sequences are in italics) ligated in a 
KpnI/BamHI-opened pCP vector (Drevet et al., Protein Expression Purif. 1997, 10, 293-300) coding 
for ZZ protein.  
For both ZZTat101 and ZZTat22-57, a variant including a mutation of the 7 cysteine residues into 




ZZTat101Ø corresponds to an acetylated ZZTat101 molecule. 
Briefly, ZZTat101 was acetylated with an 81 times excess of acetic anhydride as compared to the 
lysine content of the fusion protein. 0,525 mg of ZZTat101 was resuspended in 0,4 ml of Phosphate 
buffer pH 7,5.  4 µL of acetic anhydride were added. After an incubation of 1 h at room temperature 
under stirring the reaction was stopped by adding 0,1mL Glycine 0,1M in Phosphate buffer pH 7,5. 
Then the mixture was desalted using a PD10 column and acetic acid 0,5M pH 3,4 as eluent. The 
fusion protein was kept lyophilized at -20°C. 
 
Fusion protein production and purification  
All ZZ fused protein used in this study were produced in BL21(DE3)plysS and purified on IgG 
sepharose column (column IgG sepharose 6Fast flow #17-0969-02 Amersham). 
 
Flow cytometry analysis  
On day 0 and 7 flow cytometry analysis was achieved to analyze different cell membrane markers and 
to evaluate the cells purity (day 0) and differentiation (day 7). All flow cytometry staining procedures 
were performed at 4°C in PBS supplemented with 1% BSA. 105 of each subcell population (PBMC, 
purified B lymphocytes and NK-depleted PBMC on day 0 and only purified B lymphocytes and NK-
depleted PBMC on day 7) were stained 35 min with anti-human CD19-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Germany) and with anti-human CD56, anti-human CD40-FITC, anti-human CD80-FITC, 
anti-human CD86-FITC and anti-human HLA-DR-FITC (all from BD Biosciences, United States)  
before washing. Then cells were fixed at room temperature with 4 % paraformaldehyde for 10 min and 
washed before FACS analysis using a Guava three colors flow cytometer.  
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)/Plate preparation 
Coating was performed onto 96-well microtiter plates (Maxisorp, Nunc,Roskilde, Denmark) with Tat 
peptides P1 (1-15), P10 (46-60), P15 (66-80), P16 (71-85), P18 (86-101), Tat101 and BSA at 0,1 
µg/well in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7,4) at room temperature over night. Plates were 
washed once with washing buffer (0.01 M potassium phosphate pH 7.4 containing 0.05% Tween 20) 
and saturated with enzyme immunoassay buffer (EIA) (0.1 M phosphate buffer pH 7.4 containing 0.15 
M NaCl, 0.1% bovine serum albumin and 0.01% sodium azide) and stored at 4°C. Before use the 
plates were washed three times with washing buffer.   
Conjugate antibody preparation 
The monoclonal antibodies (mAbs) were linked to Acetylcholine Esterase (AChE) using a protocol 
previously described. Briefly, F(ab')2 fragments were obtained from purified antibodies by treatment 
with pepsin in acidic medium. Fab' fragments were obtained from F(ab')2 by reduction in the presence 
of 0.02 M 2-mercaptoethylamine and subsequently coupled to AChE using the heterobifunctional 
reagent N-Succinimidyl-4-(N-Maleimidomethyl)-Cyclohexane-1-Carboxylate (SMCC) as previously 
described (Grassi et al., 1989). 
Measurement of acetylcholinesterase activity 
Acetylcholinesterase  (AChE) activity was measured by the method of Ellman (Ellman et al., 1961). 
Ellman's medium comprises a mixture of 7.5 10-4 M acetylthiocholine iodide (enzyme substrate) and 
2.5 10-4 M 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (reagent for thiol colorimetric measurement) in 
0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Enzymatic activity was expressed in Ellman Units (EU). One EU is 
defined as the amount of enzyme producing an absorbance increase of one unit during 1 min in 1 ml of 
medium, for an optical path length of 1 cm and corresponds to about 8 ng of enzyme.
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Anti-Tat antibodies detection 
The presence of anti-Tat antibodies was analysed in plasma of blood donors and in cell culture 
supernatants of in vitro immunization. 50 µL of serial dilutions of plasma or supernatant of in vitro 
immunization wells were transferred into microtiter plates coated with Tat, Tat peptides and BSA with 
50µl of EIA buffer or 50 µl of Tat101 (2µg/ml in EIA buffer) to assess the specificity of signals. After 
an overnight incubation at 4°C, plates were washed three times with washing buffer before revealing 
the presence of anti-Tat antibodies.  
To detect anti-Tat IgMs, 50 µl of rabbit anti-human IgM (1µg/ml, Jackson Immunoresearch 
Laboratories) were added to the plates and incubated over night at 4°C. After washing, 50 µl at 2,5 
UE/ml of a AChE-labeled mouse anti-rabbit Immunoglobulins was added during 4h at room 
temperature. 
To detect anti-Tat IgGs, 50 µl of AChE-labeled mouse anti-human IgG (monoclonal antibody from 
Meridian Life Science, Cincinnati, United States) (2,5 UE/ml) were added and incubated over night at 
4°C. After three washing cycles, 200 ml of Ellman’s reagent was added and the absorbance was 
measured at 414 nm after 1 h and 2h. 
 
In vitro immunization  
The in vitro immunization of PBMC, NK-depleted PBMC and purified B lymphocytes was performed 
in 24-well plates at 1.106 cells per well in a final volume of 1 ml medium (RPMI-1640 supplemented 
with 2 mM L-glutamine, penicillin (50 UI/ml), streptomycin (50 µg/ml), 50 µM -mercapthoéthanol 
and 10% heat-inactivated fetal bovine serum). The different cell populations were incubated in vitro in 
the presence or absence of ZZTat101, ZZ, Tat101, and a mixture containing ZZ+Tat101, respectively. 
50µl of a 200 µg/ml solution of each Ag was incubated by well. At day 3, 50µl of each Ag was added 
to the wells, except for the control wells. On day 7, the supernatants of the wells were tested by the 
ELISA test to detect the specific antibodies produced by the cells. In a second series of experiments, 
cells were incubated in vitro with 10 µg/well of different fusion proteins related to ZZTat101, i.e. 
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Production of Tat101 in a free form or fused to an Ig binding domain and investigation of the 
transactivating activity. 
To investigate Tat ability to trigger the immune response “in vitro” we selected, a 101 residues Tat 
protein, called Tat101, issued from a viral isolate described previously (Groenink and al., J Virol., 
1991). This Tat101 protein was produced as a free protein by peptide synthesis as previously described 
(Kittiworakarn et al., 2006). The Tat protein was also prepared using molecular biology. For this 
purpose, the sequence coding for Tat was fused to the sequence coding for a double Ig-binding domain 
of protein A from Staphyloccocus aureus, called ZZ. The resulting fusion protein, called ZZTat101, 
was then expressed in E. coli.   
Next, we compared the transactivating potency of Tat101 and ZZTat101, since it is known that this 
activity can deregulate many genes, and thus induce activating or inhibiting effects. To investigate this 
aspect we incubated HeLa cells transfected with a plasmid encoding for both HIV-1 LTR and EGFP 
(Kittiworakarn et al., 2006) with the free and fused proteins, respectively. Then, we examined cellular 
fluorescence by FACS and observed that free Tat101 is capable to trigger EGFP expression (figure 1). 
In contrast, ZZTat101 does not increase the expression of the GFP even for high protein concentration. 
Therefore, these results demonstrate that transactivating activity is lost when Tat101 is fused to ZZ.  
 
Selection of blood devoid of anti-Tat antibodies  
Since the present study aims at evaluating Tat101 ability to trigger an in vitro immune response for B 
lymphocytes naïve for this antigen, we selected blood samples using as a criteria the absence of 
antibodies directed against Tat101 in their plasma. To evaluate the presence of anti-Tat101 antibodies, 
serial dilutions of different plasmas were incubated on microtiter plates coated with either Tat101 or 
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BSA, in the presence or absence of a solution containing an excess of Tat101. The interaction between 
antibodies and the protein coated into the plate was revealed using anti-IgGs and anti-IgM antibodies 
labeled with AChE.  
After subtracting the signal observed on control BSA-coated plates to that measured on Tat101 coated 
plates, no difference was observed between the signals obtained in absence or presence of Tat101 as 
competitor, whatever the plasma dilution used (figure 2). These results demonstrate the absence of 
anti-Tat101 IgM (figure 2A) or IgG (figure 2B) in the plasma and suggest that the corresponding 
blood contains B cells naïve for Tat. 
 
Preparation of the different cell subpopulations for in vitro immunization  
The capacity of Tat101 to induce antibody production was examined using three different cellular 
populations. We used full PBMCs as they include all the mononuclear cells found “in vivo”. We 
selected NK-depleted PBMCs because previous works have shown that immune response is more 
effective when PBMCs are beforehand depleted of these cells (Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et 
al., 1983). Last, we used purified B-lymphocytes in order to evaluate the potential of Tat101 to trigger 
antibody production in absence of dendritic cells and T-helper lymphocytes. 
NK-depletedPBMCs were recovered from PBMCs as not retained cells after affinity purification of 
the NK cells using anti-CD56 antibodies coated on magnetic beads. The further flow cytometry 
analysis (figure 3A) showed that NK cells represent about 10% of the PBMCs before fractionation 
while at most 0.42% of NK cells remained after affinity chromatography, demonstrating a yield of 
more than 95% yield for this depletion step. The same kind of process was performed to isolate the B 
lymphocytes,. The affinity chromatography step involved anti-CD19 antibodies coated on magnetic 
beads that allow to retain and purify specifically B-lymphocytes. The flow cytometry analysis (figure 
3B) showed that B-lymphocytes represent about 15% of PBMCs while the percentage of B-
lymphocytes reaches 98% after the magnetic beads purification.
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In vitro immunization experiments using Tat101 and ZZTat101 
To compare the capacity of Tat101 free or fused with ZZ to trigger the production of specific 
antibodies in vitro, Tat101, ZZ, ZZTat101 and a mixture of ZZ and Tat101 were compared in in vitro 
immunization experiments. Preliminary studies were carried out in presence or absence of IL-2, IL-4 
and CpG ODN 2006 (5’- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT– 3’) because several publications 
showed positive effect of these two cytokines and of the TLR ligand during in vitro experiments  
(Danielsson et al., 1987) (Brams et al., 1993a) (Ichikawa et al., 1999). However, our results showed 
that the cytokine cocktail and CpG did not provide any benefit on immune response against Tat101 
(not shown).  Therefore all the following experiments were carried without cytokines and CpG. 
Starting from NK-depleted PBMCs, the supernatants collected after 7 days of incubation at 37°C were 
analyzed using ELISA to detect IgM and IgG specific of Tat101. As shown in the figure 3A for anti-
Tat101 IgM detection, no signal different from control was observed using the free Tat protein. The 
same results were observed when analyzing the IgG response (data not shown). These results 
demonstrated that the Tat101 protein failed to initiate any in vitro antibody response. This behavior 
changes when Tat101 is fused with ZZ since a specific IgM signal is observed for the supernatants 
resulting from the incubation with ZZTat101. This specific signal was not observed using either 
Tat101 mixed with ZZ or ZZ alone, showing that neither ZZ alone, nor the mixture of the two free 
proteins were able to trigger a specific IgM antibody response.  Altogether these results show that only 
the covalent association of Tat101 and ZZ may lead to an “in vitro” humoral specific response. On the 
other hand, whereas anti-Tat IgMs were systematically observed in our experiments, the presence of 
specific IgGs was found in only, one out of 6 experiments (not shown). This suggests that ZZTat101 is 
able to initiate the signals required to trigger a primary immune response but fails to induce the 
isotypic switch.  
Similar results were found when the total PBMC fraction was used (figure 3B), indicating that NK 
cells do not modify the in vitro stimulation provided by ZZTat101. The same behaviour was also 
observed using purified B lymphocytes B (figure 3C) suggesting that the in vitro stimulation induced 




Determination of the molecular determinant of the fusion protein involved in the induction of the in 
vitro humoral immune response. 
 
To determine the molecular determinant of the fusion protein involved in the induction of the in vitro 
humoral immune response, we prepared a series of ZZTat101 derivatives. As Tat101 contains many 
lysines which may play a role in numerous biological activities of the protein, we first attempt to 
investigate their role in the "in vitro” immune response using a ZZTat101 fusion protein in which we 
previously modified its lysines using an excess of anhydride acetic. We incubated ZZTat101phi and 
ZZTat101 in the presence of PBMCs to compare their ability to trigger the immune response "in 
vitro". After 7 days of incubation, we collected the supernatants and added them to microtiter wells 
previously coated with Tat101. As shown in Figure 5, the optical density observed with supernatants 
from incubation with ZZTat101phi does not differ from that observed with supernatants from PBMC 
incubated in the absence of Ag. In contrast, a clear difference is found between the supernatants from 
incubation with ZZTat101 and those from incubation without Ag. Therefore, these results indicate that 
acetylation of ZZTat101 abrogates the ability to trigger the immune response "in vitro" and indicate 
that some lysine residues of the fusion protein contribute to the phenomenon. 
To further delineate the molecular determinant involved in the humoral immune response “in vitro”, 
we prepare to ZZ-Tat mutants. The first, called ZZTat22-57, was selected since we recently showed 
that a peptide derived from the 22-57 sequence of Tat is capable to raise an antibody response in the 
absence of adjuvant in mice indicating that it can initiate the immune response. The second 
corresponds to a ZZTat22-57 mutant in which the 7 cysteine residues were replaced by serines. This 
mutant, called ZZTat101C(22-37)S, was selected since the Tat22-57 region contains a cys-rich region 
(residues 22 to 37) which is involved in several of its biological activities, including the capacity to 
trigger an in vivo immune response in absence of adjuvant (Kittiworakarn et al., 2006). We incubated 
ZZ-Tat101, ZZTat22-57 and ZZTat101C(22-37)S in the presence of NK-depleted PBMCs to compare 
their ability to trigger the immune response "in vitro". After 7 days of incubation, we collected the 
supernatants and added them to microtiter wells previously coated with Tat101. When compared to 
supernatants from ZZTat101 incubation, the supernatant from ZZTat22-57 incubation exhibited a 
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reduced IgM production. However this production was significantly higher than that found for the 
control supernatants (Figure 6), indicating that the region 22-57 of Tat triggers a significant in vitro 
immune response. In contrast, no IgM response was observed with supernatants from ZZTat101C(22-37)S 
incubation indicating that the cysteine-rich region of Tat101 controls the mechanism of in vitro 




The human peripheral blood cells represent an easily accessible B lymphocytes source which was used 
to develop strategies aiming at the specific activation of human B cells (James and Bell, 1987; Lagacé 
and Brodeur, 1985; Olsson et al., 1983). The approaches currently described led to variable results 
(Brams et al., 1993a, b; Uthoff and Böldicke, 1993) and in this context, the aim of the present study 
was to evaluate whether Tat, which exerts several biological activities (Albini et al., 1996a; Albini et 
al., 1996b; Ensoli et al., 1994), (Albini et al., 1998), (Buonaguro et al., 1992), (Fanales-Belasio et al., 
2002), (Izmailova et al., 2003), might  be an appropriate protein in the field of in vitro immunization. 
The first experiments demonstrate that the free and biologically active Tat101 molecule is unable to 
initiate antibody secretion by PBMCs. This behavior completely changes when Tat101 is covalently 
linked with ZZ, the double Ig-binding domain of protein A from Staphyloccocus aureus. Indeed, the 
fusion protein, ZZTat101, is able to trigger the production of antibody against Tat101 when incubated 
with PBMCs. Furthermore, the effect is not observed when free Tat101 is incubated in the presence of 
ZZ indicating that it is not related to bystander effects that might be provided by the IgG binding 
domain. These data therefore demonstrate that Tat101 can in vitro stimulate the immune response 
when covalently coupled to ZZ. Moreover, the phenomenon is not related to the main biological 
activity of Tat, i.e. its transactivating activity, since we observed that ZZTat101 lacks this activity. 
Our results show that, in the fusion protein, the Tat moiety plays a crucial role in the induction of the 
"in vitro" humoral immune response. Indeed, the ZZTat22-57C(22-37)S mutant, which has a preserved ZZ 
domain but is devoid of the seven Tat cysteines, is unable to trigger the Ab response. These results 
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further indicate that one or more of the Tat cysteines contribute to the phenomenon. Interstingly, the 
cysteine-rich region located between residues 22 to 37 is itself located inside the molecular 
determinant controling the effect. Indeed, the ability of the mutant ZZTat22-57 to trigger the immune 
response "in vitro" strongly indicate that this determinant is mainly located in the region of Tat 22-57. 
During our experiments, we detected the presence of specific anti-Tat101 IgMs whereas specific anti-
Tat101 IgGs were hardly ever detected. Furthermore, we also observed an IgM secretion using 
purified B lymphocytes. These two observations strongly suggest that the fusion protein activates B 
cells according to a T-independent mechanism. This mechanism may be related both to the interaction 
with the immunoglobulins expressed at the B lymphocytes surface and to the oligomerization 
properties of Tat mediated by its cysteine residues (Kittiworakarn, JBC) since we found that the 
ZZTat22-57C(22-37)S, which is devoid of Tat cysteines, is not capable to raise an immune response “in 
vitro”. Thus, binding to immunoglobulins and the process of Tat oligomerization would lead to Ig 
capping, B-cell activation and Ab secretion. As ZZ can bind to monomorphic sites of Abs (Léonetti, 
JI, 1998) while the Tat B-cell epitopes can be recognized by specific Abs we postulate a scenario in 
which two populations of B lymphocytes might be activated. The first population expresses Ig that can 
be bound to ZZ, thus leading to a non-specific polyclonal antibody secretion. The second corresponds 
to B lymphocytes recognizing Tat and thus producing a specific anti-Tat Ab polyclonal response. This 
population might also contains cell expressing Ig specific of Tat and capable to be bound by ZZ. Our 
results support such a scenario since among the IgM detected, a high proportion appears not directed 
against Tat.  
The fusion protein ZZTat triggers the immune response using PBMCs without adding cytokines and 
without depleting cellular populations able to reduce the immune response (Borrebaeck, 1988) such as 
NK cells (Thiele et al., 1983),(Borrebaeck et al., 1987). All these results using ZZTat101 leads to a 
simplification of the in vitro immunization procedures. Moreover since the genetic system developed 
for producing ZZTat101 allows producing one or several antigens in tandem (Kjerrulf M, Löwenadler 
B, Svanholm C, Lycke N. Mol Immunol. 1997 Jun;34(8-9):599-608), it could thus appear as an useful 
tool for expressing other proteins linked to ZZTat in order to provide to these newly incorporated 
antigens an in vitro stimulating capacity. The future experiments will evaluate this aspect. 
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Furthermore, they will be focused on the possibility to trigger an isotypic switch leading to the 
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FIGURE 1: The transactivating activity is abolished when Tat is coupled to ZZ. A: A HeLa cell 
line stably transfected with a plasmid coding for the LTR sequence of HIV-1 and for the 
sequence of EGFP was incubated with either Tat101, or ZZTat101. After a 45-h incubation 













































































Figure2: Measurement of specific Ab anti-Tat101 before in vitro immunization of human 
PBMCs. 
A : IgM anti-Tat101 Ab response in individual plasma of blood donors (EFS Rungis, France). Anti-
IgM response was assessed by enzyme immunoassay. Serial dilutions of the plasma were incubated on 
plates coated with Tat101 in presence or not of Tat101 as a competitor (2 µg/ml final concentration) 
for 1 night at 4°C.  
B : IgG anti-Tat101 Ab response in individual plasma of blood donors (EFS Rungis, France). Anti-
IgG response was assessed by enzyme immunoassay. Serial dilutions of the plasma were incubated on 
plates coated with Tat101 in presence or not of Tat101 as a competitor (2 µg/ml final concentration) 
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for 1 night at 4°C. After three washing cycles, 200 ml of Ellman’s reagent was added and the 
absorbance was measured at 414 nm after 1h. 


Figure 3: Cell population purity revealed by flow cytometry.  
A : PBMCs and the fraction of PBMCs depleted of Natural Killer were incubated with an anti-human 
CD56 labelling with Phycoerythrin PE (pink histogram). As control PBMCs and the fraction of 
PBMCs depleted of Natural Killer alone received no anti-human CD56 labelling with Phycoerythrin 
PE (black histogram). 
B : PBMCs, the fraction of PBMCs depleted of Natural Killer and the B purified lymphocytes were 
incubated with an anti-human CD19 labelling with Phycoerythrin PE (pink histogram). As control 
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PBMCs, the fraction of PBMCs depleted of Natural Killer and the B purified lymphocytes alone 



































































































Figure 4: Effect of ZZTat101 on IgM antibody response. 
Anti-Tat101 Ab response of PBMCs NK- (1x10
6
cells per well) (B), PBMCs (1x10
6
cells per well) (B) 
and B purified lymphocytes (1x10
6
cells per well) (C) after immunization by the fusion protein 
ZZTat101 (10 µg/ml final concentration) or its components : ZZ, Tat101, or a mixture of ZZ and 
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Tat101 (10 µg/ml final concentration). After a boost at day three and seven days of immunization, the 
presence of specific IgM anti-Tat101 Abs in pure cell supernatant culture was assessed by enzyme 
immunoassay in presence or not of Tat101 as a competitor (2 µg/ml). After three washing cycles, 200 
ml of Ellman’s reagent was added and the absorbance was measured at 414 nm after 2h. Specific 













































Figure 5: The role of the ability of Tat101 to bind heparan sulfate on IgM response. 
After a boost at day three and seven days of immunization by the complete fusion protein ZZTat101 or 
ZZTat101Ø corresponding to ZZTat101 without the ability to bind heparan sulfate on PBMCs NK-  
and B purified lymphocytes, the presence of specific IgM anti-Tat101 Abs in pure cell supernatant 
culture was assessed by enzyme immunoassay in presence or not of Tat101 as a competitor (2 µg/ml). 
After three washing cycles, 200 ml of Ellman’s reagent was added and the absorbance was measured 
at 414 nm after 2h. Specific signal corresponds to the signal in presence of Tat101 substracted from 













































Figure 6: The region 22 to 57 of Tat101 suffices to initiate the IgM immune response through its 
seven cysteines. 
After a boost at day three and seven days of immunization on PBMCs NK- by the fusion protein 
ZZTat101, or its different form : ZZTat22-57 included the core and the cysteine region , ZZTat22-
57
C(22-37)S corresponding to ZZTat22-57 with 7 cysteines mutated in serines,  the presence of specific 
IgM anti-Tat101 Abs in pure cell supernatant culture was assessed by enzyme immunoassay in 
presence or not of Tat101 as a competitor (2 µg/ml). After three washing cycles, 200 ml of Ellman’s 
reagent was added and the absorbance was measured at 414 nm after 2h. Specific signal corresponds 
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 Les anticorps, produits en réponse à la présence d’un agent du non-soi dans 
l’organisme, se sont révélés être des outils remarquables en médecine, pour traiter différentes 
maladies. En effet, des années de recherche ont permis de modifier et d’améliorer ces 
molécules en faisant d’elles d’excellentes candidates thérapeutiques. Leur grande spécificité 
et affinité en font des outils bien adaptés pour la cancérologie et la neutralisation des toxines. 
Aujourd’hui, plusieurs formes d’anticorps thérapeutiques sont disponibles : les anticorps 
murins, les anticorps chimériques, les anticorps humanisés et les anticorps totalement 
humains. En raison de l’absence d’effets secondaires provoqués à leur administration à 
l’Homme, les anticorps totalement humains semblent être le meilleur candidat pour cette 
application.  
 
 Dans le cadre de ma thèse, nous nous sommes intéressés à produire des anticorps 
humains suivant deux approches basées sur la technique d’immortalisation virale par le virus 
Epstein-Barr (EBV) couplée ou non à une immortalisation cellulaire avec un partenaire de 
type myélome. La première approche utilisait des lymphocytes B mémoires du sang 
périphérique isolés à partir d’un donneur qui a été en contact avec l’entérotoxine B de 
Staphylococcus aureus (SEB). La seconde stratégie impliquait l'immunisation in vitro des 
lymphocytes naïfs de sang périphérique contre la toxine botulique A et contre la protéine Tat 
du virus de l’immunodéficience humaine VIH-1. L’entérotoxine B de Staphylococcus aureus 
(SEB) et la toxine botulique A font partie des agents de la menace bioterroriste classés par le 
CDC respectivement en catégorie B et A.  
 
 L’utilisation des lymphocytes B mémoires et l’immortalisation virale par le virus 
Epstein-Barr a permis l’obtention de 6 puits contenant des lymphocytes B immortalisés 
sécréteurs d’IgGs anti-SEB. Afin de stabiliser la production d’IgGs anti-SEB par les 
lymphocytes B mémoires, nous avons choisi d’ajouter une étape d’immortalisation cellulaire 
à l’immortalisation virale. De nombreux partenaires cellulaires, dans différentes conditions de 
culture furent testés. Malgré les difficultés, le partenaire de fusion cellulaire le plus adapté, 
l’hétéromyélome HM, fut sélectionné et un hybridome sécréteur d’IgGs anti-SEB a été 
obtenu. Malheureusement, cet hybridome a perdu sa capacité à sécréter des IgGs anti-SEB au 




 L’utilisation de lymphocytes naïfs extraits de sang périphérique pour produire des 
anticorps a été possible grâce à l’immunisation in vitro. Nous avons réussi à mettre au point 
deux protocoles d’immunisation in vitro: 
-  Elimination des Natural Killer des PBMCs (PBMCs NK-) et stimulation par des cytokines 
et l’antigène 
- Coculture de monocytes maturés en cellules dendritiques et de cellules lymphocytaires en 
présence de l’antigène.  
Ces deux protocoles ont permis la production d’IgMs anti-toxine botulique A. Le protocole 
élimination des Natural Killer des PBMCs et stimulation par des cytokines s’est révélé le plus 
efficace et le plus rapide. L’immortalisation par le virus Epstein-Barr a permis d’isoler 7 puits 
comportant des lymphocytes immortalisés sécrétant des anticorps IgMs dirigés contre la 
toxine botulique A. Afin d’obtenir des IgGs, des expériences de restimulation ou de boosts à 
différents temps et des expériences de mutation par un agent mutagène, l’acridine orange, ont 
été menées. Malheureusement ces expériences n’ont pas permis le passage d’IgMs vers des 
IgGs. D’autre part, l’immortalisation cellulaire avec l’hétéromyélome HM n’a pas donné 
d’hybridomes stables sécrétant des anticorps anti-toxine botulique A.  
 
 Nous avons également utilisé le protocole d’immunisation in vitro PBMCs NK- 
comportant une stimulation par des cytokines pour la protéine de fusion ZZTat101. Ce choix 
d’antigène fut motivé par le fait que Tat et ZZ présentent des propriétés intéressantes pour 
l’immunisation in vitro : 
- Tat est capable de déclencher des réponses anticorps de type Th1 IgG et des réponses T en 
absence d’adjuvant de manière spécifique et dose dépendante  
- le domaine ZZ de la protéine A de Staphylococcus aureus augmente l’immunogénicité des 
molécules auxquelles il est fusionné. 
A partir de cette protéine de fusion, nous avons obtenu des anticorps IgMs anti-Tat après 7 
jours d’immunisations in vitro en utilisant différentes populations de cellules : PBMCs, 
PBMCs NK- et lymphocytes B purifiés. Ces résultats montrent que ZZTat101 est capable 
d’induire une réponse humorale en l’absence de cellules dendritiques et de lymphocytes T. 
Par contre aucune des expériences menées au cours de cette étude ne nous a permis de mettre 
en évidence la production d’IgGs anti-Tat significative. La suite du travail a consisté à étudier 
le mécanisme d’action de la protéine Tat dans la  stimulation « in vitro » de PBMCs, de 
PBMCs sans Natural Killer et de lymphocytes B purifiés. Dans une première étude, nous 
avons comparé l’effet de la protéine complète ZZTat101 et de ses deux composants, ZZ et 
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Tat, pris individuellement ou mélangés sur la production d’immunoglobulines. Cette étude a 
montré que pour obtenir des anticorps, ZZ doit être nécessairement lié de façon covalente à 
Tat. Par la suite, nous avons montré que les 7 cystéines du domaine 22-57 de Tat ainsi que la 
capacité à lier les héparanes sulfates de Tat étaient indispensables et suffisantes pour 
déclencher la production d’anticorps.  
 A travers cette étude, nous avons produit des anticorps totalement humains et montré 
comme largement débattu dans la littérature scientifique, que la production et la stabilisation 
de telles molécules étaient très difficiles. Cependant, l’intérêt de l’immunisation in vitro pour 
obtenir des anticorps contre des cibles pour lesquelles il n’existe pas de donneurs infectés ou 
immunisés demeure et une approche impliquant ZZTat101 comme outil semble dans ce cadre 
très prometteuse pour l’avenir. Il conviendrait en particulier d’évaluer rapidement si une 
protéine de fusion tripartite dérivée de ZZTat101 et comportant une cible protéique 
supplémentaire fournit des résultats similaires et en particulier des anticorps (IgM et IgG) 
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NOUVELLES APPROCHES METHODOLOGIQUES POUR L'OBTENTION D'ANTICORPS 
HUMAINS MONOCLONAUX  
Les anticorps monoclonaux représentent aujourd’hui un outil de choix en thérapeutique et en diagnostic. Les anticorps thérapeutiques sont 
des biomédicaments en plein essor depuis les années 1970 et représentent 10% du marché des produits pharmaceutiques. Les anticorps 
monoclonaux sont utilisés dans divers domaines : en cancérologie, pour lutter contre les maladies auto-immunes ou en infectiologie. Le 
nombre des anticorps monoclonaux en développement ne cesse d’augmenter. Les premiers anticorps monoclonaux utilisés en thérapie étaient 
d’origine murine et leur administration à l’Homme est susceptible de déclencher des effets secondaires. De nouveaux anticorps visant à 
limiter voir faire disparaitre ces effets indésirables tels que d’abord les anticorps chimériques, puis les anticorps humanisés et enfin les 
anticorps totalement humains ont été développés. Parmi ces anticorps, les anticorps totalement humains sont théoriquement « transparents » 
pour le système immunitaire. 9 anticorps totalement humains sont actuellement sur le marché et d’autres sont en cours de développement. Le 
phage display, les souris transgéniques et l’utilisation de lymphocytes B humains sont les trois stratégies mises en œuvre pour produire des 
anticorps totalement humains. La majorité des anticorps humains existant sur le marché sont issus du phage display et des souris 
transgéniques. L’utilisation des lymphocytes B humains, peu étudiée à cause d’un faible rendement et de problèmes de stabilité, a connu ces 
dernières années un regain d’intérêt grâce à l’immortalisation virale par le virus Epstein-Barr et à la découverte de myélomes humains. Dans 
ce contexte, l’objectif de mon projet de thèse a été la production d’anticorps monoclonaux humains à partir de lymphocytes B humains.  
Pour ce faire, deux approches basées sur l’immortalisation virale par le virus Epstein-Barr couplée ou non à une immortalisation cellulaire 
par des myélomes ont été mises en œuvre. La première approche utilise des lymphocytes B mémoires isolés de sang périphérique de 
donneurs infectés ou vaccinés. L’entérotoxine B de Staphylococcus aureus (SEB) a été utilisée comme modèle. La transformation des 
lymphocytes B mémoires par le virus Epstein-Barr a permis la génération de 6 lignées de lymphocytes B immortalisés produisant des IgGs 
anti-SEB. Après différentes tentatives d’immortalisation cellulaire avec des myélomes murins, l’immortalisation avec un hétéromyélome 
humain-murin HM a permis d’obtenir un hybridome, qui malheureusement perdu sa capacité de production d’IgGs anti-SEB.  
La deuxième approche implique une immunisation in vitro de lymphocytes B naïfs extraits de sang périphérique. Cette stratégie pourrait 
permettre la production d’anticorps humains contre des antigènes pour lesquels il n’existe pas de donneurs infectés ou vaccinés. Deux 
modèles, le peptide N-terminal de la neurotoxine A de Clostridium Botulinium A (BoNT/A) et la protéine de fusion ZZTat101, comportant le 
domaine ZZ de Staphylococcus aureus lié covalemment à la protéine transactivatrice Tat du virus de l’immunodéficience humaine VIH-1, 
ont été employés. Les monocytes, les lymphocytes B et lymphocytes T CD4 ont été isolés après déplétion des Natural Killer NK et utilisés 
pour mettre en place deux systèmes d’immunisation in vitro efficaces. Nous avons réussi à obtenir des IgMs dirigés contre la neurotoxine 
Clostridium Botulinium A, ainsi que des IgMs (et peut-être des IgGs) dirigés contre la protéine Tat. L’immortalisation par Epstein-Barr, nous 
a permis d’isoler 7 lignées de lymphocytes immortalisés sécrétant des anticorps IgMs anti-TBA-Nter humains. Malheureusement après 
l’immortalisation avec l’hétéromyélome humain-murin HM, aucun hybridome sécréteur d’anticorps dirigés contre Clostridium Botulinium A 
ou Tat n’a pu être obtenu.Ces résultats confirment les problèmes de rendement faible et de perte de capacité de sécrétion en anticorps 
rapportés par la littérature. L’immunisation in vitro produisant essentiellement des IgMs, la possible production d’IgGs après stimulation par 
la protéine ZZTat101 se révèle un résultat très intéressant. Nous avons montré que la production d’anticorps par ZZTat101 impliquait les 7 
cystéines, la région 22-57 et la liaison aux héparanes sulfates de Tat. Les résultats obtenus avec ZZTat101 nécessitent d’être confirmés et 
approfondis. Il faudra évaluer la capacité de transfert de la production en anticorps de ZZTat101 à d’autres antigènes ce qui ferait de 
ZZTat101 un outil très intéressant pour l’immunisation in vitro et pour la vaccinologie. 
 
NEW METHODS TO PRODUCE HUMAN MONOCLONAL ANTIBODIES 
The number of monoclonal antibodies used as drug or under clinical investigation increases rapidly. The first murine monoclonal antibodies 
(mAbs) used in therapy induces human anti-mouse antibodies (HAMAs) when administered to patients. Such HAMAs hamper the 
therapeutic efficacy of mAbs and induce side effects. To limit these effects, new antibodies were developed during the, last 30 years. 
Chimeric, humanized and fully human antibodies were engineered. The use of human monoclonal antibodies (hAbs) appears ideal to solve 
the problem of HAMAs. Nowadays 9 fully human antibodies are available and others are evaluated in clinical trials or currently investigated 
in research labs. Three methods exist to produce fully human antibodies: the phage display, the transgenic mice and the use of human B 
lymphocytes. The majority of fully human antibodies resulted from the phage display and the transgenic mice methods. The use of human B 
lymphocytes is less investigated due to a poor yield and stability problems. These last years, the immortalization process, thanks to the 
involvement of the Epstein-Barr virus and human myeloma, induced a rise of interest for human B lymphocytes. In this context we decided 
to develop fully human monoclonal antibodies using human B lymphocytes through immortalization using the Epstein-Barr virus followed or 
not by an immortalization with a human/mouse heteromyeloma HM. The first approach is based on hAbs production from peripheral blood 
memory B lymphocytes isolated from infected or vaccinated donors. The Staphylococcus aureus enterotoxine B (SEB) was used as a model. 
Memory B lymphocytes were purified and cultured in the presence of Epstein-Barr virus (EBV). The transformation of memory B 
lymphocytes by EBV allowed the generation of immortalized B lymphocytes lines producing IgGs antibodies directed against SEB. We 
succeeded in isolating 6 EBV-immortalized memory B lymphocytes lines secreting anti-SEB IgGs antibodies. After many attempts to 
immortalize EBV immortalized memory B lymphocytes lines secreting anti-SEB antibodies with myeloma, the fusion of a EBV 
immortalized memory B lymphocytes with the human/mouse heteromyeloma HM led to an hybridoma. Unfortunately this hybridoma has 
rapidly lost its capacity to secrete d’IgGs anti-SEB. In the second approach the hAbs production implies the in vitro immunization of 
peripheral blood naïve lymphocytes. This strategy could allow the hAbs production against antigens for which no infected or vaccinated 
donors may be available. The Clostridium Botulinum neurotoxin A (BoNT/A), the most powerful toxin, and its N-terminal peptide (TBA-
Nter) or the fusion protein ZZTat101 were used as models. ZZTat101 is a fusion between the ZZ domain of Staphylococcus aureus and the 
Tat protein of the human immunodeficiency virus HIV-1. Monocytes, B lymphocytes and T lymphocytes were isolated from human PBMC 
depleted of Natural killer. These cells were tools to develop efficient in vitro immunization protocols.  IgMs directed against TBA-Nter and 
also IgMs (and possibly IgGs) directed against Tat were obtained. The use of the Epstein-Barr virus induced 7 EBV immortalized lines 
secreting anti-TBA-Nter IgMs antibodies. Unfortunately, after fusion with the heteromyeloma HM no hybridoma was isolated against TBA-
Nter and Tat. The ZZTat101 mechanism involved on humoral response was studied, showing that the 7 cysteines, the region 22-57 and the 
ability of Tat to bind heparane sulfate are necessary to trigger the humoral response. 
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